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NOTIFICATION OF ELECTION 
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(PCT Rule 61.2) 


To: 

] Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
14 February 2001 (14.02.01) 


International application No. I 
PCT/EP00/05313 


Applicant's or agent* s file reference 


International filing date (day/month/year) 

08 June 2000 (08.06.00) 


Priority date (day/month/year) 
08 June 1999 (08.06.99) 


Applicant 

SCHAEFER, Dirk, Johannes et al 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

15 December 2000 (15.12.00) 



f~| a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

□ 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


A. Karkachi 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0005313 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EPOO/053 13 


International filing date (day/month/year) 
08 June 2000 (08.06.00) 


Priority date (day/month/year) 

08 June 1999(08.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61L 27/00 


App,icam UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



N7| This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
I^J amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



. sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 



I 

II 
III 
IV 

V 

VI 
VII 
VIII 



□ 
□ 
□ 



regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



□ 



Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

15 December 2000 (15.12.00) 


Date of completion of this report 

29 October 2001 (29.10.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INARY EXAMINATION REPORT 



rnational application No. 

PCT/EP00/05313 



Basts of the report 



I. With regard to the elements of the international application:* 
jH j the international application as originally filed 

the description: 

pages 1 -43 

pages . 

pages . 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-31 



, filed with the letter of 1 5 October 200 1 (15.10.2001) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



' 1/16-16/16 



, as originally filed 
filed with the demand 



, filed with the letter of 



[^] the sequence listing part of the description: 
pages . 

pages 

pages 



, as originally filed 

. , filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 



□ 



3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 

□ 

filed together with the international application in computer readable form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 

^ I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
I — I b eyon( j tne disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to 
' citations and explanations supporting such statement 


novelty, inventive step or industrial applicability; 




1 . Statement 

Novelty (N) 


Claims 




YES 




NO 




Claims 




Inventive step (IS) 


Claims 


1-31 


YES 




NO 




Claims 




j Industrial applicability (IA) 


Claims 
Claims 


1-31 


YES 




NO 



2 Citations and explanations 

1. Reference is made to the documents listed below. 

Unless otherwise indicated, the passages cited in 
the international search report are considered to be 
of relevance. 

Dl: EP-A-0 339 607 ( ITAY SAMUEL) 2 November 1989 
(1989-11-02) 

D2: WO-A-99/25396 (THE REGENTS OF UNIV. MICHIGAN ET 

AL.) 27 May 1999 (1999-05-27) 
D3: DE-A-34 10 631 (UNIV. RAMOT) 27 September 1984 
(1984-09-27) 

D4: WO-A-96/03160 (CHILDRENS MEDICAL CENTER) 8 

February 1996 (1996-02-08) 
D5: US-A-5 374 550 (SMITH R.L. ET AL.) 20 December 

1994 (1994-12-20) 
D6: WO-A-99/21497 (SULZER ORT HO PAE DIE AG) 6 May 1999 

(1999-05-06) . 
2. Novelty (PCT Article 33(2)) 

The technical features of Claim 1 have not been 
described in the cited prior art and therefore 
appear to be novel (PCT Article 33 (3) ) . Since all 
the additional claims refer back to Claim 1, Claxms 
2-31 are also novel (PCT Article 33( 3)) . 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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Inventive step (PCT Article 33(3)) 

None of the prior art citations suggests a joint 
construct which contains a carrier material as well 
as cartilage and bone tissue, the cartilage and bone 
tissue being securely joined and the joint construct 
having a joint side and an anchor side. In 
particular, the cited prior art relates to cell 
suspensions - see document D4 - or to unstratified 
cell preparations; see documents D1-D3. Document D6 
describes the use of stratified columns of tissue 
for repairing cartilage defects. However, these 
columns of tissue do not extend into the bone layer 
of the relevant defect. The use of a similarly 
stratified joint construct comprising a bone 
component would represent a non-obvious modification 
to this disclosure for a person skilled in the art. 
Claim 1, and consequently all the remaining Claims 
2-31, therefore appear to be inventive (PCT Article 
33(3) ) . 

Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

i 

i 

The PCT Contracting States do not have uniform 
criteria for assessing whether the subjects of the 
present Claim 2 ("... for improving angiogenesis 
[contains] a growth factor protein ...") and Claims 5 
and 6, which refer back thereto, are industrially 
applicable. Patentability can also depend on the 
wording of the claims. The EPO, for instance, does 
not recognise as industrially applicable the subject 
matter of claims relating to the medical use of a 
compound; however, claims are allowed which relate 
to the first medical use of a known compound or the 
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VI. Certain documents cited 



1 . Certain published documents (Rule 70. 1 0) 



Application No. 
Patent No. 



WO 99/60951 



Publication date 
(day/month/year) 



Filing date 
(day/month/year) 



02 December 1999 (02. i 2. 1999) 21 May 1999(21.05.1999) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



22 May 1998(22.05.1998) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Kind of non- written disclosure 



Date of non-written disclosure 
(day/month/year) 



Date of written disclosure 
referring to non-written disclosure 

(day/month/year) 
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Inter national application No. 
Ik/EP 00/05313 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The dependency of Claims 23 and 25 is unclear. Those 
claims relate to a process as per Claims 10-22 or 10, and 
yet they concern only a process for producing the relevant 
bone tissue. Furthermore, in Claim 10 the term "bone 
component" is used for element (c) ; however, in Claims 23 
and 25, the applicant uses the term "bone tissue". Claim 
25 also does not indicate that the bone tissue produced 
concerns element (c) . 

Claims 23 and 25 therefore do not meet the requirements 
for clarity (PCT Article 6) . 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBErT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTW^p^S 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



KELLER, Gunter c 

LEDERER, KELLER & RIEbggE^, f . " 
Prinzregentenstrasse 1 6 j ' rv 

D- 80538 Munchen I ir./NGANG / RP 

ALLEMAGNE | g 



in.: 



PCT 



& p|f M1(rTElLjiNG UBER DIE UBERSENDUNG 
' DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 

u ip i prOfungsberichts 



(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



29.10.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 


m 

WICHTTTGE MfTTBLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05313 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
08/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
08/06/1999 


Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG et al. 



1. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 


Bevollmachtigter Bediensteter 




beauftragten Behorde 




^~ Europaisches Patentamt 


Ferro Vasconcelos, M 


(*) 


iSS D-80298 Munchen 




3iyJ Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 


Tel. +49 89 2399-7*8*6 <fjQ(l $L 


Fax: +49 89 2399 - 4465 
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PCT 



RECD 3 1 OCT 2001 



WIPO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) | ~" 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/I PEA/41 6) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05313 



Internationales AnmeldedatumrTap>7l/fonaK/a/7/' > ) 
08/06/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
08/06/1 999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61L27/00 



Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


□ 


VI 


E3 


VII 


□ 


VIII 


E3 



gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



Datum der Einreichung des Antrags 
15/12/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
29.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Langer, A 

Tel. Nr. +49 89 2399 7809 



J) 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 
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Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/0531 3 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Hahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-43 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-31 mit Telefax vom 1 5/10/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/16-16/16 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1 (b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspriiche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der urspriinglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspriiche 1-31 

Nein: Anspriiche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspriiche 1-31 

Nein: Anspriiche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspriiche 1-31 

Nein: Anspriiche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspriiche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestiitzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen; sofern nicht anderweitig 
angegeben, werden die im Internationalen Recherchenbericht zitierten Passagen 
als die relevanten angesehen. 

D1 : EP-A-0 339 607 (ITAY SAMUEL) 2. November 1 989 (1 989-1 1 -02) 
D2: WO 99 25396 A (THE REGENTS OF UNIV MICHIGAN ET AL) 27. Mai 1999 
(1999-05-27) 

D3: DE 34 10 631 A (UNIV RAMOT) 27. September 1984 (1984-09-27) 
D4: WO 96 03160 A (CHILDRENS MEDICAL CENTER) 8. Februar 1996 (1996- 
02-08) 

D5: US-A-5 374 550 (SMITH R L ET AL) 20. Dezember 1994 (1994-12-20) 
D6: WO 99 21497 A (SULZER ORTHOPAEDIE AG) 6. Mai 1999 (1999-05-06) 

2. Neuheit (Art. 33 (2) PCT) 

Die technischen Merkmale des Anspruchs 1 sind im zitierten Stand der Technik 
nicht beschrieben und erscheinen daher neu im Sinne des Art. 33 (3) PCT. Da 
sich alle weiteren Anspriiche auf Anspruch 1 beziehen, sind auch Anspruche 2- 
31 neu im Sinne des Art. 33 (3) PCT. 

3. Erflnderische Tatigkeit (Art. 33 (3) PCT) 

Kein Dokument aus dem zitierten Stand der Technik legt ein Gelenkkonstrukt 
nahe, ein Tragermaterial, sowie Knorpelgewebe und Knochengewebe enthalt, 
wobei Knorpel- und Knochengewebe test miteinander verbunden sind, und das 
Gelenkkonstrukt eine Gelenk- und eine Ankerseite aufweist. Im Einzelnen bezieht 
sich der zitierte Stand der Technik auf Zellsuspensionen (Dokument D4) oder 
ungeschichtete Zellzubereitungen (Dokumente D1-D3). Dokument D6 beschreibt 
die Verwendung von geschichteten Gewebesaulen zur Ausbesserung von 
Knorpeldefekten. Diese Gewebesaulen reichen jedoch nicht bis in die 
Knochenschicht des betroffenen Defekts. Die Verwendung eines ahnlich 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 
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geschichteten Gelenkkonstrukts mit Knochenkomponente ware fur den Fachmann 
keine offensichtliche Modifikation dieser Offenbarung. 
Anspruch 1 und damit auch alle ubrigen Anspruche 2-31 erscheinen daher 
erfinderisch im Sinne des Art. 33 (3) PCT. 

4. Industrielle Anwendbarkeit (Art. 33 (4) PCT) 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande des vorliegenden Anspruchs 
2 ( n ...zur Verbesserung der Angiogenese ein Wachstumsfaktorprotein...") und der 
hierauf bezugnehmenden Anspruche 5 und 6 gewerblich anwendbar sind, gibt 
es in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit 
kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA 
beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspriichen, die auf die 
medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich 
anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine 
bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur 
eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Anmelde Nr. Veroffentlichungsdatum Anmeldedatum 

Patent Nr. (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) 

WO 99/60951 02/1 2/1 999 21/05/1 999 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Die Abhangigkeit der Anspruche 23 und 25 ist unklar: einerseits beziehen sie sich auf 
ein Verfahren gemaG Anspruche 10-22 bzw. 10, anderseits handelt es sich nur um 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(T ag/Monat/Jahr) 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/0531 3 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Verfahren zur Herstellung des beteiligten Knochengewebes. Daruberhinaus wird in 
Anspruch 10 der Begriff "Knochenkomponente" fur Element (c) verwendet, in den 
Anspruchen 23 und 25 verwendet der Aritragsteller dahingegen den Begriff 
"Knochengewebe". Anspruch 25 enthalt auch nicht den Verweis, dass es sich bei dem 
hergestellten Knochengewebe um das Element (c) handelt. 

Die Anspruche 23 und 25 erfullen daher nicht die Klarheitsanforderungen nach Artikel 6 
PCT. 
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PCT/EPO,Oy 05313 

UniversitStsklinikum Freiburg 
Patentanspruche s 



1. Biologisches, zumindest teilweise in vitro hergestelltes 
Gelenkkonstrukt, das wenigstens folgende Bestandteile umfaflt: 

a) wenigstens ein biovertragliches TrSgermaterial ; 

b) Knorpelgewebe enthaltend Chondrocyten und/oder 
Chondroblasten und Knorpelsubstan2; 

c) Knochengewebe enthaltend Osteoblasten und/oder . 
Osteocyten und Knochensubstanz; 

i 

wobei Knorpel- und Knochengewebe f est miteinander j 
verbunden sind, dadurch gekennzeichnet, daft das biologische 
Gelenkkonstrukt eine Gelenkseite aufweist, die Kontakc zu 
einem anderen Gelenkteil haben kann und deren Oberflache aus 
Knorpelgewebe besteht, und eine Ankerseite, die zur 
Verankerung des Gelenkkonstrukts im Knochenschaf t dienen kann' 
und die aus Knochengewebe besteht. -j 

2. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch l r dadurch 
gekennzeichnet, daft das Knochengewebe zur Verbesserung der 
Angiogenese ein wachs turns f aktorprotein, Endothelzellen oder 
deren Vorlauf erzellen, oder mit einem Wac hs turns f akt or gen 
transf izierte Zellen enthalt. 

3- Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Ankerseite wenigstens einen 
zylinderfSrmigen Zapfen aufweist r der mit einem Knochenschaft 
verbunden werden kann. 
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4. Biologisches Gelenkkonstrukt nach einem der AnsprUche 1- 
3, dadurch gekennzeichnet, dafl es 2usatzlich wenigstens eine 

Bandkomponente umfaflt, die zwei Gelenkteile funktionell 

roiteinander verbinden kann, 

5. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch X Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das Gelenkkonstrukt. zuro Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet 1st und als einzelnes 
prSforiniertes Konstrukt ausgebildet ist. 

6. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dafl das Gelenkkonstrukt sum Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet ist und als osteoohondraler 
Zylinder ausgebildet ist. 

7. Biologischer Gelenkersat2 , dadurch gekennzeichnet, dafl 
wenigstens zwei Gelenkkonstrukte nach einem der AnsprUche 3- 4 
mit ihren Gelenkseiten Kontakt zueinander haben und mit ihren 
Ankerseiten in 2 verschiedenen KnochenschSften verankert 
werden konnen. 

8. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafl wenigstens zwei Gelenkkonstrukte durch 
wenigstens 2 Bandkomponenten verbunden sind. 

9. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafl er eine Gelenkkapsel aufweist* 

10. Verfahren zur Herstellung eines bioiogischen 
GelenkkonstruJcces nach einem der AnsprUche 1-9, das folgende 
Schritte umfaflt: ' 

a) Bereitstellung einer Knochenkomponente durch 
Besiedelung eines biovertrSglichen TrSgermaterials mit 
Osteoblasten; 

b) Bereitstellung einer Knorpelkomponente durch 
Herstellung einer Suspension von Chondrocyten in einem 
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Medium oder Gel oder durch Besiedelung einer 
biovertrSLglichen Tragersubetanz mit Chondrocyten; 

c) Verbindung der Knachen- und der Knorpelkomponente, 
so dafl das Tragermaterial in den Knorpel irvtegriert wird; 

d) Ziichtung des Konstruktes in vitro, wobei durch 
Stimulation der Zellen zur Anheftung und zur Synthese 
ihrer gewebespezif ischen extrazellularen Matrix eine 
biologische Vernetzung der zusanunengesetzten Komponenten 
erreicht wird; 

^ 11* verfahren nach Anspruch 10 , dadurch gekennzeichnet, dafl 

das Tragermaterial der Knochenkomponente (a) so geformt wird r 
dafl es eine Gelenkseite zur Aufnahme einer Knorpelf lache und 
eine Ankerseite zur Verbindung mit einem Knochen aufweist. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder n, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 zur Bereitstellung der Knorpelkomponente 

(b) 

aa) Chondrocyten in der Thrombinkomponente eines 
Fibrinklebers suspendiert werden, 

^ bb) diese Suspension mit der Fibrinogenkomponente des 

Fibrinklebers gemischt wird, 
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cc) die Mischung in eine anatomisch gewunschte Form 
gebracht wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 11- 12 dadurch 
gekennzeichnet r dafl die Knochen- (a) und die Knorpelkomponente 
(b) vor der Verbindung getrennt in vitro kultiviert werden, 

14 • Verfahren nach Anspruch 13 dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Verbindung (c) von Knochen- und Knorpelkomponente mittels 
Fibrinklebung erfolgt. 
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15. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da/i 
wahrend der Verfestigung des Fibrinklebers bei der Herstellung 
der Knorpelkomponente das noch nicht durch Osteoblasten 
besiedelte Tragermaterial der Knochenkomponente in die 
Knorpelschicht gedriickt wird,- so dafl es fest eingebunden wird 
und, 

dafl spater die Besiedelung der Knochenkomponente durch 
Osteoblasten erfolgt. 

16. verfahren nach einem der AnsprUche 10-15/ dadurch 
gekennzeichnet , dafl es weiterhin die Herstellung einer 
Bandkomponente aus faserartigen Materialmen und Fibroblasten 
umfaflt . 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 10-16 f dadurch 
gekennzeichnet, dafl es weiterhin die Herstellung einer 
Kapselkomponente aus faserartigen, membranosen Materialien und 
Fibroblasten umfaflt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 10-17 , dadurch 
gekennzeichnet, dafl an dem Tragermaterial der 
Knochenkomponente nach der Formgebung venigstens eine 
Bandverbindungsstelle zur Anbringung von GelenkbSndern 
angebracht wird. 



19. Verfahren nach einem der Anspruche 10-18, dadurch 
gekennzeichnet, dafl an dem Tragermaterial der 
Knochenkomponente wenigstens ein Kapselverbindungsareal zur 
Anbringung einer Gelenkkapsel angebracht wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 10-19, dadurch 
gekennzeichnet, dafl wenigstens eine Bandkomponente an einer 
Bandverbindungsstelle der Knochenkomponente gemafl Anspruch 18 
angebracht wird, 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 10-20, dadurch 
gekennzeichnet, dafl wenigstens eine Kapselkomponente an einem 
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Kapselverbindungsareal der Knochenkomponente gemSA Anspruch 19 
angebracht wird, 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 10-21, dadurch 
gekennzeichnet , daft der Knochenkomponente Endothelzellen, ein 
Wachstumsfaktorprotein, oder mit einem Wachsturasf aktorgen 
transf izierte Zellen hinzugefiigt verden. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 22 zur j 
Herstellung von Knochengewebe (c) ; dadurch geKennzeichnet , dafi J 
Spongiosa als Tragermaterial verwendet wird* 

24. Verfahren nach Anspruch 23 , dadurch gekennzeichnet, daU 
autoklavierte, humane, allogene Spongiosa als Tr&germaterial 
verwendet wird\> 

25. Verfahren nach Anspruch 10 zur Herstellung von j 
Knochengewebe/ das folgende Schritte umfafit: j 

a) Isolierung von Knochenzellen oder 
KnochenvorlSuf erzellen; 

b) . Transfektion der Zellen durch nicht-viralen 
Gentransfer mit wenigstens einem Gen, das fur einen 
Wachstumsfaktor codiert; 

c) Besiedelung eines biovertraglichen TrSgermaterials 
mit den transf iziert en Zellen; 

d) Zuchtung der Zell-Tragermaterial-Konstrukte in 
vitro . 

26. Verfahren nach Anspruch 25 r dadurch gekennzeichnet, da£ 
die isolierten zellen vor der Transfektion vermehrt werden. 

27. verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch 
gekenn2eichnet r dafl die Transfektion durch Lipofektion 
erfolgt . 
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28. Verfahren nach einem der AnsprUche 25-27 dadurch 
gekennzeichnet/ dafl die Trans fekt ion transient ist. 

29. Verfahren nach einem der AnsprUche 25-28 , dadurch 
gekennzeichnet, dafl das transf izierte Gen Oder wenigstens 
eines der transf izierten Gene fUr einen Wachstumsf aktor 
codiert, der aus folgender Gruppe ausgewahlt ist: EGF, bFGF, 
VBGF, BMP-1 bis 8MP-2Q, TGF-fl , PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB , 
Ang I | Ang II. 

30. Verfahren nach einem der AnsprUche 25t29 dadurch 
gekennzeichnet/ dail das biovertrSgliche TrSgermaterial auch 
mit nicht transf izierten Zellen besiedelt wird. 

31. Verfahren nach einem der AnsprUche 25-30 , dadurch 
gekennzeichnet, daft die isolierten Zellen stromale Zellen 
sind. 
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25/07/2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder AnwaJts 



WEITERES VORGEHEN 



upe 



siehe Punkte 1 und 4 unten 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05313 



Erl.: 



Internat ionales An rpeldedatum 
Tlag/MonaVJahr) 



08/06/2000 



Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Rege! 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-1 21 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41 -22) 740.14.35 
Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 

Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs a!s auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 
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noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen B ° o r0 D ver6 1 ff o e n nt hts 
licht. Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 7T 
bzw. 90 ?3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung Ober die Zurucknan- 
me der internationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung, einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mdchte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. • m 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 



Q/JJ Tel. (+31-70)340-2040 
. Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Carl a Louro 
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Diese Anmerkungen sollen grundtegende Hinweise zur Einreichung von Andeoingen gemaB Artikei 19 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags Ober die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaltungsvorschriften zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maBgebend. Nahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Verdffentlichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe "Artikei", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT- Verwaltungsvorschriften. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhalt des internationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die Mdglichkeit, einmal die Anspruche der internationalen 
Anmeldung zu andern. Es ist jedoch zu betonen, da3, da alle Teile der internationalen Anmeldung (Anspruche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wahrend des internationalen vorlaufigen Prufungsverfahrens geandert werden kdnnen, normalerweise keine Notwendigkeit 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikei 19 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorlaufigen 
Schutzes die Verdffentlichung dieser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund fur eine Anderung der Anspruche vor ihrer internationa- 
len Verdffentlichung vorliegt. Weiterhin ist zu beachten, daB ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich ist. 



Welche Teile der internationalen Anmeldung kdnnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikei 19 k6nnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der internationalen Phase kdnnen die Anspruche auch nach Artikei 34 vor der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauf- 
tragten Behdrde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikei 34 
vor der mit der internationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten Behdrde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kdnnen alle Teile der internationalen Anmeldung nach Artikei 28 oder gegebenenfalls Artikei 
41 geandert werden. 



Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwei Monaten ab der Ubermittlung des internationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum, je nachdem, welche Frist spater ablauft. Die Anderungen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Internationalen Buro nach Ablaut der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die 
internationale Verdffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo sind Anderungen nicht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim Internationalen Buro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Internationalen Recherche nbehdrde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In welcher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines Oder mehrerer ganzer Anspruche, durch Hinzufugung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereichten Fassung. 

Fur jedes Anspruchsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprunglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffern zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 
brauchen die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die Anspruche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsvorschriften, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind in der Sprache abzufassen, in der die internationale Anmeldung veroff entlicht wird. 



Welche Unterlagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begleitschreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der internationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen verdffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der "Erklarung nach Artikei 19(1)" (siehe unten, "Erklarung nach Artikei 19 (1)"). 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders in englischer oder franzosischer Sprache abzufassen. Bei englischspra- 
chigen internationalen Anmeldungen ist das Begleitschreiben aber ebenfalls in englischer, bei franzdsischsprachigen inter- 
nationalen Anmeldungen in franzosischer Sprache abzufassen. 
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(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 
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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 


WPITERFS siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen \ 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05313 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

08/06/2000 


(Fruhestes) Priontatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
08/06/1999 


Anmelder 

UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt_6 Blatter. 

[X[ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23. 1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schrifiicher Form enthalten ist. 

[ [ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 

— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. \T\ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X[ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ [ wurde der Wortlaut von der BehSrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fy] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. . _ 

| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb ' 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[ j weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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/^^JALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/05313 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchterbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Gema3 Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Anspriiche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

daG eine sinnvoile internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

— weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daf3 diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . ["~"| Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

La-I internationale Recherchenbericht auf atle recherchierbaren Anspruche. 

5 1 I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

I 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I — I internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. [| Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnsichtlich eines Widerspruchs [~ [ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit. 

[ X | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP 00 /)5313 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestel It , daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-23 

Biologisches Gelenkkonstrukt und Verfahren zur Herstellung 



2. Anspruche: 24,25 



Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe und Spongiosa 
als Tragermaterial 



3. Anspruche: 26-32 

Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe 



4. Anspruche: 33-35 

Knochengewebe und Verwendung 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

1 Internationales Aktenzefchen 



PCT/EP 00/05313 



A. KLASSIRZ1ERUNG DES ANMHWTnGSGEGENSTANDES _ -,T7^ .^..^-./ 

IPK 7 A61L27/26 A61L27/40 A61F2/08 A61F2/30 A61L27/38 
C12N5/10 C12N15/88 

Nach der Internationalen Patentklassifikatlon (IPK) Oder nach der nalionalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassitikationssyslem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 A61L A61F C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

WPI Data, EPO-Internal , PAJ, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


EP 0 339 607 A (ITAY SAMUEL) 

2. November 1989 (1989-11-02) 

Spalte 10, Zeile 3 - Zeile 7; Anspruche; 

Beispiele 1-4 




1,2,11, 
13,14 


X 


W0 99 25396 A (THE REGENTS OF UNIV 
MICHIGAN ET AL) 27. Mai 1999 (1999-05-27) 
Seite 12, Zeile 22 -Seite 13, Zeile 11 
Seite 14, Zeile 9 - Zeile 10 
Seite 15, Zeile 21 - Zeile 26; Anspruche; 
Bei spiele 




1,2,11 


X 


DE 34 10 631 A (UNIV RAM0T) 
27. September 1984 (1984-09-27) 
Seite 3, Zeile 1 - Zeile 20 
Seite 6, Zeile 16 - Zeile 34 
Anspruche; Bei spiel 1 

-/-- 




1,2,11, 
13-16 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
•A' Veroffentlichung, die den altgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E* alteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 

Anme We datum veroffentlicht worden ist . x < 

T" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden . Y < 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmetdedatum, aber nach , & , 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 
X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann altein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinde risen er Tatigkeit beruhend betrachlet werden 
Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ats auf erf inde rise her Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verdffenttichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

13. Jul i 2001 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

25. 0 7 2001 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Mandl, B 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTL1 



NGESEHENE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05313 



Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroftentlichung, soweil erforderlich unter Angabe der in Betrachl komrnenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 
A 


WO 96 03160 A (CHILDRENS MEDICAL CENTER) c 
8. Februar 1996 (1996-02-08) 
Seite 10, Zelle 22 - Zeile 27; Anspruche; 
Beispiel 2 


11,17 
13-16 


A 


US 5 374 550 A (SMITH R L ET AL)' 

20. Dezember 1994 (1994-12-20) 

Spalte 2, Zeile 5 - Zeile 49; Anspruche 


1,2,11, 
14,23 


A 


W0 99 21497 A (SULZER ORTHOPAEDIE AG) , 
6. Mai 1999 (1999-05-06) 
Seite 1 
Seite 2 
Seite 7 

Seite 21; Anspruche 25-29; Abbildungen 
10-12 


1,3,4,7 


A 


W0 96 39196 A (UNIV PITTSBURGH) u " 
12. Dezember 1996 (1996-12-12) 
Anspruche 


11,13,14 


X,P 


WO 99 60951 A (ISOLAGEN TECHNOLOGIES INC) / 

2. Dezember 1999 (1999-12-02) 

Seite 30, Zeile 4 -Seite 33, Zeile 12 


24,25 


A 


EP 0 657 178 A (C0RIMED GMBH) C 
14. Juni 1995 (1995-06-14) 
Zusammenfassung 
Anspruche 


24,25 


A 


BEGLEY C T ET AL: "Comparative study of ^ 
the osteoinductive properties of 
bioceramic, coral and processed bone graft 
substitutes" 

BI0MATERIALS,GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS BV., BARKING, 
Bd. 16, Nr. 15, 

1. Oktober 1995 (1995-10-01), Seiten 
1181-1185, XP004032874 
ISSN: 0142-9612 

Seite 1182, linke Spalte, Absatz 1 
Seite 1184, linke Spalte, Absatz 2 


24,25 


Y 


DE 38 10 803 A (BATTELLE INSTITUT E V) V 
12. Oktober 1989 (1989-10-12) 
das ganze Dokument 

-/~ 


26,27, 
29-35 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTL 



GESEHENE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05313 



Kategorie" 



Bezeichnung der Veroftenilichung. soweil erforderlich unter Angabe der in Betrachl kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



GAZIT D. ET AL.: "Engineered pluripotent 
mesenchymal cells Integrate and 
differentiate in regenerating bone: a 
novel cell -mediated gene therapy." 
THE JOURNAL OF GENE MEDICINE, 
Bd. 1, 25. Marz 1999 (1999-03-25), Seiten 
121-133, XP001010376 
das ganze Dokument 

GAO X ET AL: "CATIONIC LIPOSOME-MEDIATED 
GENE TRANSFER" 

GENE THERAPY, MACMILLAN PRESS LTD., 
BASINGSTOKE, GB, 
Bd. 2, Nr. 10, 

1. Dezember 1995 (1995-12-01), Seiten 
710-722, XP000749400 
ISSN: 0969-7128 
das ganze Dokument 

W0 95 22611 A (UNIV MICHIGAN) <~* 

24. August 1995 (1995-08-24) 

Seite 7, Zeile 4 -Seite 8, Zeile 13 

Seite 8, Zeile 32 -Seite 9, Zeile 13 

Seite 10, Zeile 4 - Zeile 25 

Seite 11, Zeile 5 - Zeile 23 

Seite 12, Zeile 5 -Seite 19, Zeile 22 



26,27, 
29-35 



28 



26-35 
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1 Intern alio nales Aklenzeichen 


Angaben zu Veroffentlich 

— ^ 


i^en, die zur selben Patentfamilie gehoren 


^1 PCT/EP 00/05313 


lm Recherchenberichr 




Datum der 




Mitglied^^er 




Datum der 


angefiihrtes Patentdokument 


Verdffentlichung 




r^a ie n u arn 1 1 ie 




verotiGntiicnung 


EP 0339607 


* 

A 


02-11-1989 


US 


5053050 


A 


01-10-1991 








US 


4904259 


A 


27-02-1990 








AT 


85524 


T 


15-02-1993 








AU 


625913 


B 


16-07-1992 








AU 


3380889 


A 


02-11-1989 








DE 


68904800 


D 


25-03-1993 








DE 


68904800 


T 


05-08-1993 








ES 


2051914 


T 


01-07-1994 








IL 


90075 


A 


26-08-1994 








JP 


2209811 


A 


21-08-1990 








JP 


2858782 


B 


17-02-1999 








ZA 


8903074 


A 


29-05-1991 


WO 9925396 


A 


27-05-1999 


AU 


1588099 


A 


07-06-1999 


DE 3410631 


A 


27-09-1984 


IL 


68218 


A 


31-12-1985 








GB 


2137209 A,B 


03-10-1984 








JP 


1839264 


C 


25-04-1994 








JP 


5051306 


B 


02-08-1993 








JP 


59192364 


A 


31-10-1984 








US 


4642120 


A 


10-02-1987 


WO 9603160 


A 


08-02-1996 


AU 


3145795 


A 


22-02-1996 


US 5374550 


A 


20-12-1994 


US 


5284830 A 


08-02-1994 








EP 


0572573 


A 


08-12-1993 








JP 


6508111 


T 


14-09-1994 








WO 


9214749 


A 


03-09-1992 


W0 9921497 


A 


06-05-1999 


EP 


1027001 


A 


16-08-2000 


W0 9639196 


A 


12-12-1996 


AU 


720762 


B 


08-06-2000 








AU 


6152296 A 


24-12-1996 








CA 


2224176 


A 


12-12-1996 








EP 


0828518 A 


18-03-1998 








JP 


2000500641 


T 


25-01-2000 


WO 9960951 


A 


02-12-1999 


AU 


4093399 


A 


13-12-1999 


C D f\C C7170 

EP 0657178 


A 
A 


14-06-1995 


SE 


501288 C 


09-01-1995 








SE 


9303977 A 


09-01-1995 








US 


5667796 


A 


16-09-1997 


r\c* 001 nono 


A 

A 


12-10-1989 


KEINE 








A 

A 


24-08-1995 


US 


5763416 


A 


09-06-1998 








US 


5942496 


A 


24-08-1999 , 








AT 


186327 


T 


15-11-1999 1 








AU 


698906 


B 


12-11-1998 








AU 


1968695 


A 


04-09-1995 








CA 


2183542 


A 


24-08-1995 








DE 


69513149 


D 


09-12-1999 








DE 


69513149 


T 


21-06-2000 








DK 


741785 


T 


10-04-2000 








EP 


0741785 


A 


13-11-1996 








ES 


2139889 


T 


16-02-2000 








JP 


3054634 


B 


19-06-2000 








JP 


9509825 


T 


07-10-1997 
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Internationales Akienzeichen 

PCT/EP 00/05313 
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Patentfamilie 



Datum der 
Verdffentlichung 



WO 9522611 



US 
US 



6074840 A 
5962427 A 



13-06-2000 
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(12) NACH DEM VERT RAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSA MMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTW ESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE AN MELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentiichungsdatum 
14. Dezember 2000 (14.12.2000) 




PCT 



III 



II M 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 00/74741 A2 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : A61L 27/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOO/05313 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

8. Juni 2000 (08.06.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 26 083.4 8. Juni 1999 (08.06.1999) DE 

(71) Anm elder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): UNIVERSITATSKLINIKUM FREIBURG 
[DE/DE]; Hugstetter Str. 49, D-79106 Freiburg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): SCHAEFER, Dirk, Jo- 
hannes [DE/DE]; Maltererstr. 8, D-79102 Freiburg (DE). 
KLEMT, Christof [DE/DE]; Krafftgasse 1, D-79379 
Mullheim (DE). STARK, Gerhard, Bjorn [DE/DE]; 
Am Rossberg 25, D-79874 Breitnau (DE). FRIEDL, 
Hans-Peter [DE/DE]; HohenzoUernweg 7, D-79224 
Umkirch (DE). 



(74) Anwalt: LEDERER, KELLER & RIEDERER; Prinzre- 
gentenstr. 16, D-80538 Munchen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AL, AM, AT, AU, 
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, 
DK, DM, EE, ES, FT, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, 
IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, 
LU, LV, MA, MD. MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, 
FT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, 
UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD, TG). 

Veroffentiicht: 

— Ohne internationalen Recherche nbericht und erneut zu 
verqffentlichen nach Erhalt des Berichts. 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: BIOLOGICAL JOINT CONSTRUCT 



(54) Bezeichnung: BIOLOGISCHES GELENKKONSTRUKT 



< 



O 



(57) Abstract: The invention relates to a biological joint construct which is at least partially produced in an in vitro manner and 
which comprises at least one biocompatible supporting material, cartilaginous tissue and osseous tissue, whereby the cartilaginous 
tissue and osseous tissue are joined to one another in a fixed manner. The invention also relates to a method for producing this joint 
construct. An additional aspect of the invention is osseous tissue that contains the transfected cells and a method for producing the 
same. Another aspect of the invention is osseous tissue that contains angiopoietic cells or angiogenic growth factors as well as a 
method for the production thereof. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches, zumindest teilweise in vitro hergestelltes Gelenk- 
konstrukt, das wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial, Knorpelgewebe und Knochengewebe umfasst, wobei Knorpel- und 
Knochengewebe fest miteinander verbunden sind. Die Erfindung betrifft ausserdem ein Verfahren zur Herstellung dieses Gelenk- 
konstrukts. Ein weiterer Aspekt der Erfin dung ist Knochengewebe, das transfizierte Zellen enthalt, sowie ein Verfahren zu seiner 
Herstellung. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist Knochengewebe, das gefassbildende Zellen oder angiogene Wachstumsfaktoren 
enthalt, sowie ein Verfahren zu seiner Herstellung. 



WO 00/74741 



1 



PCT/EPOO/05313 



Biologisches Gelenkkonstrukt 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches 
Gelenkkonstrukt und Verfahren zu seiner Herstellung sowie 
Knochengewebe, das transf izierte Zellen enthalt und Verfahren 
zu dessen Herstellung. 

Gelenkdef ekte konnen bislang chirurgisch nur durch 
Gelenkresektion, Gelenkvers teif ung , alloplastischen Ersatz mit 
Kunststoff- oder Metallimplantaten bzw. Materialkombinationen 
daraus, oder durch biologische Implantate behandelt werden . 
Alloplastische Implantate werden jedoch nicht integriert und 
lockern sich unter Belastung. Als biologisches Implantat 
konnen nur Fremdgewebe , beispielsweise Kniegelenke als 
sogenannte Allotransplantate verwendet werden. 

Fremdgewebeverpf lanzungen erf ordern eine lebenslange 

Immunsupression mit Gefahren der Weichteiltumorentstehung . Ein 
autogener biologischer Ersatz kann bisher nur teilweise durch 
Einzelkomponenten erfolgen. Neben den bekannten chirurgischen 
MaBnahmen beinhalten wissenschaf tliche Ansatze gegenwartig die 
Rekonstruktion kleiner Knorpeldef ekte durch eine 

Knorpelzell transplant at ion mit einem Knochenhautlappen 
(Brittberg-Methode) . Es gab verschiedene Ansatze, 

Einzelkomponenten zu rekonstruieren: 

Das US-Patent 5,053,050 beschreibt Zusammensetzungen zur 
Reparatur von Knorpel oder Knochen, wobei Knorpel- oder 
Knochenzellen in eine biologische, resorbierbare 

Tragersubstanz eingebracht werden, welche Serum, Fibrinogen 
und Thrombin enthalt. Die US-Anmeldung 5,041,138 beschreibt 
ein Verfahren zur Herstellung einer Knorpelstruktur durch 
Besiedelung einer Tragersubstanz mit Knorpelzellen . In 
ahnlicher Weise betrifft die US-Anmeldung 5,786,217 ein 
Verfahren zur Herstellung eines vielzelligen 



WO 00/74741 



2 



PCT/EP00/05313 



Knorpelkonstrukts, worin Knorpelvorlauf erzellen auf ein 
Tragermaterial aufgebracht werden und durch weiteres 
Kultivieren di f f erenzieren und Knorpelsubs tanz bilden. Das US- 
Patent 5,736,372 beschreibt eine polymere Tragersubstanz, die 
Chondrozyten enthalt und geeignet ist, um in vivo 
Knorpelstrukturen zu bilden. WO 98/42389 offenbart ein 
biologisches Material zur Behandlung von Knochen- oder 
Knorpeldef ekten umfassend Periost und knochen- oder 
knorpelbildende Zellen. WO 97/46665 offenbart ein Implantat 
umfassend eine in vitro gezuchtete Knorpelschicht, die mit 
einem Knochenersat zmaterial verbunden ist. Es wird jedoch kein 
lebendes Knochengewebe offenbart. WO 99/25396 beschreibt ein 
Mischgewebe enthaltend eine Mischung dissoziierter 
Chondrozyten und Osteoblasten in und auf einer polymeren 
Matrix. Es wird somit ein Hybridgewebe offenbart, das weder 
ein Knochengewebe noch ein Knorpelgewebe ist. WO 96/03160 
offenbart eine Suspension enthaltend unter anderem 
Chondrozyten und Osteozyten und Fibrinogen, die mit "einer 
Thrombinlosung zu einer Zell-Fibrinmatrix umgesetzt werden. EP 
0 339 607 offenbart eine Zusammensetzung , die Chondrozyten 
oder Osteoblasten oder andere Zellen enthalten kann, in 
Fibrinkleber. DE 195 43 110 offenbart ein steriles 
Knochenmaterial nativen Ursprungs fur die Transplantation, das 
im wesentlichen frei von Fett, Bindegewebe und Knorpelmasse 
ist und durch trockene Erhitzung und nachfolgende 
Dampf sterilisation erhaltlich ist. Das Knochenmaterial kann 
auch in Granulatforra vorliegen. Es ist bekannt, dafl bestimmte 
Wachstumsf aktoren die Proliferation von Zellen verschiedenster 
Art stimulieren konnen. Die internationale Anmeldung WO 
95/22611 beschreibt Verfahren und Zusammensetzungen zum 
Gentransfer in Knochenzellen in vivo, insbesondere zum 
Gentransfer von osteotropen Genen, die das Wachstum von 
Knochenvorlauf erzellen in vivo stimulieren sollen. 

Bislang sind also erfolgreich lediglich Einzelkomponenten 
rekonstruiert worden, zum Beispiel Knochen oder Knorpel. 
Biologische Einzelkomponenten konnen komplexe, meist 
osteochondrale Defekte aber nicht ausreichend rekonstruieren. 
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Ungelost ist nach wie vor die Rekonstruktion komplexer 
Gelenkstrukturen bzw. der komplette biologische Gelenkersatz 
mit Knochen-, Knorpel-, Kapsel- und Bandanteilen . 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein 
vorteilhaf tes biologisches Gelenkkonstrukt zur Verfiigung zu 
stellen . 

Diese Aufgabe wurde durch das erf indungsgemafte biologische / 
zumindest teilweise in vitro hergestellte Gelenkkonstrukt 
gelost. Im Rahmen dieser Anmeldung bedeutet "in vitro", daJ3 
ein ProzeB aufierhalb des tierischen oder menschlichen Korpers 
stattfindet. Dazu zahlt auch die sogenannte "ex vivo"- 
Manipulation von Zellen, also das Kultivieren von isolierten 
Zellen, ihre Vermehrung und Veranderung. Es handelt sich aber 
nicht urn ein im menschlichen oder tierischen Korper natiirlich 
gewachsenes Gelenkkonstrukt. Das erf indungsgemafte 

Gelenkkonstrukt umfaflt wenigstens ein biovertragliches 
Tragermaterial , Knorpelgewebe enthaltend Chondrozyten und/oder 
Chondroblasten und Knorpelsubstanz , Knochengewebe enthaltend 
Osteoblasten und/oder Osteocyten und Knochensubstanz , wobei 
Knorpel- und Knochengewebe fest miteinander verbunden sind. 

Tragermaterialien sind Materialien, die keine zytotoxischen 
Effekte besitzen, die die Anhaftung von Zellen ermoglichen und 
die Proliferation und Dif f erenzierung der Zellen zu 
gewebesynthetisierenden Zellen erlauben. Weiterhin sollte das 
Material einen stabilen, physiologischen pH-Wert aufweisen. 
Zur Analyse dieser Kriterien konnen folgende Untersuchungen 
durchgefiihrt werden: 

Durch Elektronenmikroskopie kann die Oberf lachentopographie 
des Materials analysiert werden und die Anhaftung der Zellen 
iiberpriift werden. Stof f wechseltests , beispielsweise der XTT- 
Test (cell proliferation kit, erhaltlich von Roche 
Diagnostics, Mannheim) liefern eine Aussage iiber die 
Proliferation der Zellen durch Messung ihrer 

Stof f wechselaktivitat . Es handelt sich hierbei um einen 
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Prolif erationstest fur lebende Zellen, bei dem ein Natrium- 
Tetrazolium-Carboxanilit, kurz Tetrazol iumsalz (mit der 
Abkiirzung XTT) , dem Medium zugegeben wird. XTT entspricht 
Sodium-Tetrazolium-Carboxanilit . Damit kann ein zytotoxischer 
Effekt ausgeschlossen werden. Durch his tologische Methoden 
konnen die gewebetypischen Matrizes von Knorpel, Knochen Oder 
Kapsel nachgewiesen werden. Die gewebetypische Matrix kann 
auch durch immunhistochemische Verfahren bestimmt werden. 

Fur Knorpelgewebe werden als Tragersubs tanz bevorzugt 
schwammartige Vliese, viskose, gelierende und sich 
verf estigende Gele oder netzartige Fadengewebe eingesetzt. Als 
biologische Varianten kommen dabei Fibrin-Thrombin-Komplexe, 
Kollagengele oder Alginate in Betracht. Als synthetische 
Materialien sind Kollagen, Hydrogele oder viskose Polymere 
denkbar. Sollen fur Knorpel vliesartige Tragermaterialien 
verwendet werden, so konnen als biologische Variante 
Kollagenvliese und als synthetische Varianten Polylactid, 
Polyglycolid oder Polyurethan verwendet werden. 

Die Tragermaterialien fur Knochen weisen in der Regel eine 
feste, formbare bzw. bearbeitbare , dreidimensionale porose 
Struktur auf (Porositat ca. 80-90%), wobei die Poren 
untereinander verbunden sein konnen. Die 

Oberf lachentopographie sollte leicht gerauht sein. 
Tragersubstanzen konnen im wesentlichen aus Kollagen, 
Calciumphosphat oder Fibrin bestehen. Sie konnen jedoch auch 
aus synthetischen Polymeren bestehen. Als Knochen- 
Tragermaterialien konnen folgende stabile, dreidimensionale, 
porose Materialien verwendet werden: humaner oder animaler 
spongioser Knochen, gesinterter Knochen, Korallenmatrix, 
demineralisierte Knochenmatrix (biologische Varianten) , 
Calciumphosphat-Verbindungen , Polylactid, Polyglycolid, andere 
Polymere (synthetische Varianten). Als viskose, gelierende und 
sich verf estigende Gele sind folgende Materialien einsetzbar: 
Fibrin-Thrombin-Komplexe , Kollagengele , Alginate ( biologische 
Varianten), Hydrogele, viskose Polymere (synthetische 
Varianten) . Die Knochen-Tragermaterialien konnen weiterhin mit 
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Haf tmolekulen beschichtet sein, die die Anheftung von Zellen 
erleichtern. Solche Haf tmolekule sind bevorzugt Fibronektin 
oder Laminin. Wesentlich ist, daJ3 keine Abs tofiungsreakt ionen 
gegen die Tragermaterialien in dem Empf angerorganismus 
auf treten . 

Fur Kapselkomponenten sind bandformige Gewebenetze oder Vliese 
geeignet. Als Tragermaterialien zur Herstellung von 
Bandkomponenten sind allgemein membranartige synthetische 
resorbierbare Fasermaterialien einsetzbar , beispielsweise 
Polyglactin, Polyglycolsaure , Polymilchsaure oder 

Hyaluronsaure . 

Die Tragermaterialien fur Bandkomponenten konnen auch als 
Tragermaterialien fur Kapselkomponenten verwendet werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung von Spongiosa als Tragerniaterial der 
Knochenkomponente . Uberraschenderweise wurde gefunden, da/3 
Spongiosa sehr gut geeignet ist, urn Knochenvorlauf erzellen zur 
Synthese von Knochensubstanz anzuregen. Vorzugsweise handelt 
es sich dabei urn autoklavierte, humane, allogene Spongiosa, 
die aus Hiiftkopfen gewonnen wird. Am bevorzugtesten wird das 
Material aus Hiiftkopfen gewonnen, die durch Wasserstrahl und 
Ultraschallbehandlung von losem Stroma gereinigt werden. 
Anschlieflend erfolgt Autoklavierung bei 134 °C und 2,5 bar zur 
Sterilisation. Das Material ist steril, nicht immunogen, 
resorbierbar und besteht aus Hydroxylapatit und denaturiertem 
Kollagen Typ 1. 

Das in dem erf indungsgemaflen Gelenkkonstrukt enthaltene 
Knorpelgewebe enthalt Chondrozyten und/oder Chondroblasten und 
Knorpelsubstanz . Unter Knorpelgewebe ist ein aus Knorpelzellen 
(Chondrozyten) und - verschiedener - Grundsubstanz und 
verschiedenen Faserarten bestehendes viskoelastisches , gefafi- 
und nervenloses Stutzgewebe zu verstehen. Unter 
Knorpelsubstanz ist die Grundsubstanz zusammen mit den 
verschiedenen Faserarten zu verstehen. Die Grundsubstanz 
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enthalt Glycosaminoglykane unci Proteoglykane, vorzugsweise 
Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat und Keratansulfat . Weiter 
sind Proteine und Mineralbestandteile enthalten. Als 
Faserarten konnen elastische Fasern, kollagene Fibrillen oder 
kollagene Fasern vorkommen . 

Unter Knochengewebe ist ein Gewebe zu verstehen, das aus 
Knochenzellen, kollagenen Fasern und einer verkalkten 
Grundsubstanz besteht. Knochensubs tanz im Sinne der Anmeldung 
umfafit Kollagen, Glycosaminglykane und Proteoglykane , sowie 
anorganische Substanzen, hauptsachlich Calciumphosphat , das in 
Form von Hydroxylapatit-Kristallen auftritt. Zur Verbesserung 
der Gef afineubildung kann das Knochengewebe 

Wachstumsf aktorproteine enthalten oder Os teoblasten, die mit 
fur Wachstumsf aktoren kodierenden Genen transfiziert wurden. 
Schliefllich konnen auch gef afibildende Zellen enthalten sein, 
die die Blutgef afientstehung fordern (z.B. Endothelzellen oder 
deren Vorlauf erzellen ) . 

Erf indungsgemafi sind Knorpelgewebe und Knochengewebe des 
Gelenkkonstrukts fest miteinander verbunden. Dabei ist das 
Tragermaterial des Knochens mit der neuen Knochensubstanz 
verzahnt, es ist auch teilweise in die Knorpelkomponente 
integriert. Es liegt also keine scharfe Trennflache zwischen 
Knochen- und Knorpelgewebe vor, vielmehr wird durch Verzahnung 
und Interdigitation eine feste Verbindung erreicht. Bevorzugt 
wird dies dadurch erreicht, dafi das Knochengewebe eine rauhe 
bzw. porose Oberflache aufweist, in die das Knorpelgewebe 
einwachsen kann. 

Die in dem Gelenkkonstrukt enthaltenen Knochen- und 
Knorpelzellen sind vor der Herstellung des Gelenkkonstrukts 
nach iiblichen Methoden isoliert worden . Es konnen auch 
Vorlauf erzellen isoliert werden, die erst wahrend Kultur in 
vitro zu Knochen- oder Knorpelzellen dif f erenzieren. 

Das biologische Gelenkkonstrukt kann beliebige Grofle 
aufweisen. Damit ist der Teilersatz einer Gelenkf lache , der 
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Totalersatz einer Gelenkflache oder der Ersatz eines gesamten 
Gelenks mit zwei Gelenkf lachen moglich. 



Beim Teilersatz einer Gelenkflache (ohne Bandersatz) kann ein 
einzelnes praf ormiertes Konstrukt oder os teochondrale Zylinder 
verwendet werden. Bei Verwendung eines einzelnen praf ormierten 
Konstrukts wird ein bestimmter Knorpel/Knochendef ekt eines 
Gelenks durch ein einzelnes os teochondrales Konstrukt ersetzt. 
Die Form wird dabei durch die Knochenkomponente bestimmt. Nach 
Zellgewinnung und Herstellung der Komponenten wird das 
Konstrukt ex vivo praf ormiert , das heifit es wird anhand 
individueller Datenerhebung durch Computertomographie oder 
Magnetresonanzuntersuchungen auf den zu korrigierenden Defekt 
hin maflgeschneidert . Die Verankerung erfolgt dann durch den 
Knochenzapf en . Zur Vermeidung einer jeweiligen individuellen 
Anfertigung eines Konstrukts wie beschrieben konnen auch 
uniforme osteochondrale Zylinder angefertigt werden, die im 
Sinne einer sogenannten Mosaikplastik zu mehreren in einen 
Defekt eingefiigt werden und die Gelenkflache rekonstruieren . 
Diese Zylinder konnen in verschiedenen Groflen und Formen 
angefertigt werden. In jedem Fall bestehen sie aus einer 
Knorpelschicht und einem Knochenzapf en . Beide Komponenten sind 
mit der jeweiligen Zellsorte beladen. Die Knochenzellen konnen 
auch mit Wachstumsf aktoren transfiziert sein, um zusatzlich 
die Knochenbildung und Gefaflbildung einzuleiten. Vorzugsweise 
haben die Zylinder eine Hohe von 5 bis 2 5 nun und einen 
Durchmesser von 2,5 bis 15 mm. Die Schichtdicke des Knorpels 
betragt vorzugsweise 0,5 bis 2 mm, die des Knochens wird 
iiblicherweise zwischen 3,5 und 23 mm variieren. Als mogliche 
Formen sind Zylinder mit rundem Querschnitt, mit dreieckigem 
Querschnitt oder mit mehreckigem Querschnitt (z.B. penta-, 
hexa-, hepta- oder oktogonal) denkbar . Ebenfalls konnen Quader 
mit rechteckigem Querschnitt (viereckig) bzw. mit 
quadratischem Querschnitt verwendet werden. Die Knorpel sind 
so geformt, dafi ihre Oberflache eine konvexe Krummung aufweist 
oder eine plane Oberflache ohne Krummung ist. Die Verwendung 
osteochondraler Zylinder wurde im Kaninchenmodell iiberpriift 
und war erfolgreich in der Rekonstruktion eines 
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osteochondralen Def ekts . Der Vorteil der Methode ist die 
einfachere Herstellung und die mogliche minimal-invasive 
Anwendung . 

Beim Totalersatz einer Gelenkflache weist das Gelenkkonstrukt 
vorzugsweise eine anatomisch sinnvolle Form auf , 
beispielsweise besitzt es eine Gelenkseite, deren Oberflache 
aus Knorpelgewebe besteht und die Kontakt zu einem anderen 
Gelenkteil haben kann, und es besitzt eine Ankerseite, die zum 
Teil aus Knochengewebe besteht und die zur Verankerung des 
Konstrukts in einem Knochenschaf t dienen kann. Die Ankerseite 
ist vorzugsweise in der Form eines zyl inderf ormigen Zapfens 
ausgebildet, der besonders gut in einem Knochenschaf t 
verankert werden kann. Die Gelenkseite besitzt besonders 
bevorzugt eine konkave oder konvexe Oberflache. Es sind aber 
auch andere Gelenkkonstrukt formen denkbar, je nach Art des 
Gelenks , fiir dessen Reparatur das Konstrukt verwendet werden 
soil . 

Die erf indungsgemaflen Gelenkkonstrukte konnen ebenfalls 
wenigstens eine Bandkomponente aufweisen. Die Bandkomponente 
besteht beispielsweise aus einem strangf ormigen, faserartigen 
oder membranosen Biomaterial . Sie kann an 

Bandverbindungsstellen der Knochenkomponente des 

erf indungsgemafien Gelenkkonstrukts befestigt werden. Mogliche 
Bef estigungsarten sind biologische Klebung, beispielsweise 
durch Fibrin-Thrombin-Komplexe , unters tiitzende , transossare 
Naht oder der Durchzug durch die Knochenkomponente in einem 
Knochenkanal . Beim Totalersatz einer Gelenkflache ist die 
Anfertigung von Bands trukturen nicht unbedingt notwendig, da 
die vorhandenen Kapsel-Bandstrukturen im Defekt genutzt werden 
konnen. Die Knochenkomponente kann Verankerungspunkte fiir 
diese Strukturen aufweisen. Dies sind in der Regel Bohrkanale, 
durch die Nahtmaterial hindurchgezogen und damit die Kapsel- 
Bandstrukturen fixiert werden konnen. Vorzugsweise wird das 
Knorpel-Knochenkonstrukt ohne zusatzliche Fixierung der Kapsel 
oder Bander eingesetzt. 
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Eine weitere Ausf iihrungs f orm der vorliegenden Erfindung 
besteht in einem biologischen Gelenkersatz, der wenigstens 
zwei Gelenkkonstrukte umfaBt. Zwei Gelenkkons trukte konnen 
dabei mit Ihren knorpelbeschichteten Gelenkseiten Kontakt 
zueinander haben, wahrend die voneinander abgewandten 
Ankerseiten in zwei verschiedenen Knochenschaf ten verankert 
werden konnen. Dieser Gelenkersatz wird vorzugsweise weiter 
durch Anbringung von wenigstens zwei Bandkomponenten 
stabilisiert . Schliefilich kann ein derartiger biologischer 
Gelenkersatz auch eine Gelenkkapsel aufweisen. Dazu wird ein 
membranoses Biomaterial an Kapselverbindungsarealen der 
Knochenkomponente entweder durch biologische Klebung Oder 
durch Naht befestigt. Durch die beschriebene Ausf iihrungs form 
kann der komplette Ersatz eines Gelenks mit zwei Gelenkf lachen 
erfolgen. Der komplette Gelenkersatz mit zwei Gelenkanteilen 
ist vor allem bei Arthrose oder Arthritis notwendig und stellt 
die komplizierteste Form des Gelenkersatzes dar. Prinzipiell 
werden zwei Gelenkteile bestehend aus Knorpel- und 
Knochenkomponente hergestellt. Auf einer Seite ist die 
Gelenkf lache konvex, auf der anderen passend dazu konkav 
geformt, so dafi eine regelrechte Artikulation der Flachen bei 
Bewegung moglich ist. Die Komponenten werden einzeln 
hergestellt und konnen auch einzeln implantiert werden, wie 
der Totalersatz nur einer Gelenkflache wie oben stehend 
beschrieben . 

Bevorzugt werden vorhandene Kapseln und Bander des alten 
Gelenks benutzt, urn die Einzelteile zu verbinden und das neue 
Gelenk zu s tabilisieren . Dazu werden die Bander durch Nahte, 
welche durch Bohrkanale gezogen werden, an der 
Knochenkomponente fixiert. Die Komponente kann an dieser 
Stelle eine Vertiefung aufweisen. Alternativ werden die beiden 
Gelenkteile durch Nahtmaterial miteinander verbunden, bis sich 
nach der Transplantation eine Neokapsel in vivo gebildet hat. 
Sollte ein Bandersatz durch Tissue engineering notwendig sein, 
so kann der Bandersatz wie folgt hergestellt werden. Zunachst 
werden autologe Fibroblasten aus der Dermis durch eine 
Hautbiopsie isoliert und in vitro vermehrt . Ein bandformiges 
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Biomaterial wird mit einer Zellsuspension (2,5 bis 5 x 10 7 
Zellen pro ml Medium) besiedelt. Als Biomaterial kommen 
beispielsweise Collagenvliese , azel lulare Lederhaut , 

lyophilisierte Dura oder synthetische Bander aus PGLA in 
Betracht. Das Bandkons trukt wird fur 3 bis 7 Tage in vitro 
geziichtet. Schliefllich wird die Struktur an der 
Knochenkomponente durch Naht oder Fibr inklebung befestigt. 
Dabei erfolgt die Fixierung zunachst nur auf einer 
Gelenkseite, die zweite Verbindung erfolgt erst nach 
Implantation im Rahmen der Operation. 

Alternativ konnen die Bandstrukturen auch durch die 
Verpflanzung von Sehnen oder deren Teilen erfolgen, wie es 
bereits gegenwartiger Stand der chirurgischen Technik ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auflerdem ein Verfahren zur 
Herstellung eines biologischen Gelenkkonstrukts - Dieses 
Verfahren umfafit die Bereits tellung einer Knochenkomponente , 
die Bereits tellung einer Knorpelkomponente , die Verbindung 
dieser beiden Komponenten sowie die Ziichtung des 
resultierenden Konstrukts in vitro. 

Die Bereitstellung der Knochenkomponente erfolgt durch 
Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mit 
Osteoblasten . Als Tragermaterialien kommen die obengenannten 
Tragermaterialien fur Knochen in Betracht. Vorlauf erzellen von 
Osteoblasten konnen durch kleine Knochenbiopsien des Beckens, 
Brustbeines, des Schadels und Kiefers oder von Rohrenknochen 
gewonnen werden. Aus den Knochenproben wird das lose Stroma 
herausgespiilt und nach Zentrif ugation in einer Kulturf lasche 
ausplattiert . Die festen Knochenanteile konnen ebenfalls in 
Kultur gebracht werden, da hieraus durch Migration weitere 
Zellen gewonnen werden konnen. Die auswachsenden Zellen werden 
im subkonf luenten Stadium gesplittet und zwei- bis dreimal 
passagiert. Alternativ zu Knochenproben konnen auch Aspirate 
von Knochenmark aus dem Becken oder aus dem Brustbein 
verwendet werden. Hierbei wird der Knochen beispielsweise mit 
einer Kaniile punktiert, und die Probe wird durch Ansaugen 
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(Aspiration) erhalten. Die Aspirate werden in Heparinmedium 
gespiilt, durch einen Dichtegradienten zentrifugiert, um rote 
Blutkorperchen abzutrennen und schliefllich in einer 
Kulturf lasche ausplatt iert . Der osteoblas tische Phanotyp der 
Zellen in Kultur kann durch Nachweis der knochenspezif ischen 
Proteine Alkalische Phosphatase und Osteocalcin im 
Kulturmedium uberpriift werden. Immunhistochemische Farbungen 
von Kontrollkulturen sind ebenfalls denkbar. Die 
Blutversorgung des biologischen Gelenkersatzes durch 
neugebildete Gefafle ist von entscheidender Bedeutung fur das 
Uberleben der Zellen und das Einheilen des Konstrukts. Aus 
diesem Grund kann die Knochenkomponente auf drei Weisen 
modif iziert werden: Sie kann Wachstumsf aktorproteine 
enthalten, die die Gef afineubildung induzieren (1), sie kann 
Osteoblasten enthalten, die mit Wachstumsf aktorgenen 
transf iziert sind (2) oder sie kann gef aflbildende Zellen 
enthalten, die zur Blutgef aflentstehung fiihren (3). 

Angiogene Wachstumsf aktoren konnen direkt in rekombinanter 
Form in der viskosen Matrix der Knochenkomponente in wirksamer 
Konzentration gespeichert werden. Mogliche Faktoren sind 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) sowie Isoformen 
davon, Basic fibroblast growth factor (bFGF), Angiopoetin 1 
und 2 (Ang I und II). Die Konzentration der Faktoren betragt 
ublicherweise 0,1 bis 10 ng/ml viskose Matrix. Der oder die 
Wachstumsf aktoren konnen vorteilhaft einer Calciumchlorid- 
Thrombinlosung zugesetzt werden, die dann zu einer 
Osteoblastensuspension in Fibrinogenlosung zugegeben wird. 
Dadurch bildet sich ein dreidimensionales Fibrinnetzwerk mit 
haftenden Osteoblasten im Kulturmedium und gespeichertem 
Wachstumsf aktor . 

Die Transfektion von Osteoblasten mit gef afibildenden 
Wachstumsf aktoren ist ausfiihrlich in einem spateren Teil des 
Anmeldetextes beschrieben . 

Es konnen auch gef afibildende Zellen, sogenannte Endothelzellen 
oder deren Vorlauf erzellen, in die viskose Matrix der 
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Knochenkomponente eingebracht werden, gemischt mit den 
Osteoblasten . Mikrovaskulare Endothelzellen werden aus der 
Lederhaut (Dermis) eines Patienten isoliert nach einem an sich 
bekannten Protokoll und mit Endothel zellenmedium in vitro 
vermehrt (etablierte Technik) . Eine Os teoblasten- 

Fibrinogensuspension wird hergestellt, wobei als Medium 
sogenanntes Endothelzellmedium verwendet wird, in welchem 
Osteoblasten gut wachsen konnen. Die gemischtzellige 
Osteoblasten-Endothelzell-Fibrinogensuspension wird dann in 
die porose, feste Tragermatrix der Knochenkomponente 
eingesogen bzw. appliziert. 

Die drei beschriebenen Strategien konnen auch kombiniert 
werden. Beispielsweise kann eine Osteoblasten-Endothelzell- 
Fibrinogensuspension eingesetzt werden zusammen mit 
Osteoblasten, die mit Wachstumsf aktorgenen transfiziert 
wurden. Genauso konnen Osteoblasten-Endothelzell- 

Fibrinogensuspensionen gemeinsam mit rekombinanten 

Wachstumsf aktoren verwendet werden . 

Vorzugsweise wird das Knochentragermaterial durch eine 
Knochenzellsuspension in einer Aspirationskammer besiedelt. 
Ublicherweise wird das Knochentragermaterial vor der 
Besiedelung durch Knochenzellen in anatomisch sinnvoller Weise 
geformt. Beispielsweise fiihrt die Formgebung zur Ausbildung 
einer Gelenkseite, die zur Aufnahme einer Knorpelf lache dienen 
soil und zur Ausbildung einer Ankerseite, die der Verbindung 
mit einem Knochenschaf t dienen soli. 

Chondrozyten werden bevorzugt aus Biopsien von Knorpelgewebe 
des Ohres, der Rippe und der Gelenke durch enzymatische 
Auflosung gewonnen . Durch Beimpfung von Biomaterialien wie 
Kollagenschwammen und Fibrinkleber konnen die Zellen 
organotypisch in einer dreidimensionalen Kultur weiter 
vermehrt werden. Dadurch wird auch vermieden, dai5 sich die 
Zellen zu Fibroblasten entdif ferenzieren. Der 

chondroblastische Phanotyp bleibt erhalten. Zur Bereitstellung 
der Knorpelkomponente kann nun eine Suspension von 
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Chondrozyten hergestellt werden entweder in einem fliissigen 
Medium oder in einem gelartigen Material . Beispielsweise 
konnen Knorpelzellen in der Thrombinkomponente eines 
Fibrinklebers suspendiert werden und nach Mischen mit der 
Fibrinogenkomponente in eine bestimmte vorgef ertigte 
Kulturform gegossen werden. Dadurch entsteht ein festes 
Gebilde, das mit Kulturmedium iiberschichtet wird und im 
Brutschrank geziichtet wird. Alternativ konnen auch 
biovertragliche Tragersubstanzen durch Knorpelzellen besiedelt 
werden. Beispielsweise werden Schwamme aus Kollagen mit 
Chondrozyten angeimpft. Die angeimpften Kollagenvliese konnen 
im Brutschrank kultiviert werden. In einer bevorzugten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung werden Knochen- und 
Knorpelkomponente getrennt voneinander hergestellt und 
getrennt kultiviert. Nachdem die jeweiligen Zellen ausreichend 
Gewebe gebildet haben, werden Knochen- und Knorpelkomponente 
durch Fibrinklebung miteinander verbunden. Es ist wesentlich 
fur die Erfindung, daB bei der Verbindung von Knochen- und 
Knorpelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente in 
den Knorpel integriert wird. Das resultierende Konstrukt kann 
nun in vitro kultiviert werden, so da/3 die Zellen zur 
Anheftung und zur Synthese ihrer gewebespezif ischen 
extrazellularen Matrix stimuliert werden, dadurch wird eine 
biologische Vernetzung der zusammengesetzten Komponenten 
erreicht . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
werden Knochen- und Knorpelkomponente nicht separat 
hergestellt und kultiviert. Vielmehr wird wahrend des 
Abbindens des Fibrinklebers bei der Herstellung der 
Knorpelkomponente das Tragermaterial der Knochenkomponente, 
das noch nicht durch Osteoblasten besiedelt worden ist, in die 
Knorpelschicht gedriickt, so dafi es fest eingebunden wird. Die 
Besiedelung durch Osteoblasten erfolgt erst spater. 

Eine weitere Aus f iihrungsf orm der Erfindung umfafit auch die 
Herstellung einer Bandkomponente aus faserartigen Materialien 
und Fibroblasten . Dabei konnen Fibroblasten aus Suspension auf 
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bandf ormige Materialien geimpft werden und im Brutschrank 
kultiviert werden. Ahnlich dazu konnen Ausf iihrungsf ormen die 
Herstellung auch einer Kapselkomponente aus f aserartigen, 
membranosen Materialien und Fibroblasten umfassen. 

Weiterhin kann das erf indungsgemafie Verfahren das Anbringen 
von Bandverbindungsstellen oder Kapselverbindungsarealen an 
dem Tragermaterial der Knochenkomponente umfassen. Daran 
konnen Gelenkbander bzw. Kapselkomponenten befestigt werden. 
Bandkonstrukte werden bevorzugt dadurch mit der 
Knochenkomponente verbunden, dafl das Bandkonstrukt durch einen 
Bohrkanal in der Knochenkomponente hindurchgezogen wird. 



Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von Knochengewebe, wonach Knochen- oder 
Knochenvorlauf erzellen isoliert werden, diese Zellen durch 
nicht-viralen Gentransfer mit einem Wachstumsf aktorgen 
transfiziert werden und zur Besiedelung eines biovertraglichen 
Tragermaterials benutzt werden. Das entstehende Konstrukt wird 
schliefilich in vitro weitergeziichtet . Gegebenenf alls werden 
die isolierten Zellen vor der Transfektion in vitro vermehrt. 
Die Transfektion kann stabil sein, bevorzugt ist jedoch eine 
transiente Transfektion. Bei der trans ienten Transfektion 
werden die Zellen nur voriibergehend , also nicht dauerhaft 
durch die Einschleusung von DNA genetisch verandert . Die 
Transfektion kann nach verschiedenen Methoden erfolgen. Beim 
Partikel-vermittelten Gentransfer werden Zellen durch eine 
sogenannte Genkanone (gene gun) mit Plasmid- oder nackter DNA- 
beschichteten Goldpartikeln beschossen. Alternativ dazu kann 
die Transfektion durch Elektroporation vorgenommen werden. Die 
bevorzugte Trans fektionsmethode ist jedoch die Lipofektion. 
Bevorzugt werden dabei die Reagenzien Transfectam® (erhaltlich 
von der Firma Promega) r Fugene® (erhaltlich von der Firma 
Roche Diagnostics), Lipofectamin 2000®, Lipofectin® (Firma 
Life Technology) und Escort® (erhaltlich von der Firma Sigma) 
verwendet . 
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Erf indungsgemafl werden die Zellen mit wenigstens einem 
Wachstumsf aktorgen transfiziert. Ein Wachstums f aktor oder 
Cytokin im Sinne der Erfindung ist eine Verbindung, die die 
Proliferation und/oder Dif f erenzierung von Zellen stimulieren 
kann. Die meisten Wachstums faktoren sind Proteine oder 
Peptide, so dafl Gene, die fiir diese Proteine oder Peptide 
kodieren, transf iziert werden konnen. Bevorzugt sind diese 
Gene in Plasmide eingebaut, die zusatzliche regulatorische und 
Kontrollsequenzen enthalten, um die Expression des Gens zu 
gewahrleisten . Zu diesen zusatzlichen Sequenzen zahlen ein 
Replikationsursprung, eine Promotorsequenz, am bevorzugtesten 
abgeleitet vom Cytomegalievirus (CMV) , gegebenenf alls eine 
Kozaksequenz (eine nahe am Promotor lokalisierte DNA-Sequenz, 
die die Expression erhohen soil), ein Polyadenylierungssignal , 
gegebenenf alls ein Gen, das Resistenz gegen ein Antibiotikum 
vermittelt. Gemafl der Erfindung konnen auch Nucleinsauren 
transfiziert werden, die nur fiir ein Fragment eines 
Wachstumsf aktors kodieren, das aber die Aktivitat eines 
Wachstumsf aktors besitzt . 

Mogliche Wachstums faktoren , deren Gene transfiziert werden 
konnen sind "basic fibroblast growth factor" (bFGF), 
"insuline-like growth factor" (IGF I, II), "platelet derived 
growth factor" (PDGF-AA, -AB, -BB) , "bone morphogenetic 
proteins" (BMP-1 bis BMP-20), "vascular endothelial growth 
factor" (VEGF), Faktor XIII (F XIII), "transforming growth 
factor 15" (TGF-fl), Angiopoetin (Ang I, II) und andere 
osteotrope Faktoren. Bevorzugt wird jedoch das Gen 
transfiziert, das fiir epidermalen Wachstumsf aktor kodiert 
(EGF) . 

In einer besonderen Ausf iihrungsf orm der Erfindung wird das 
biovertragliche Tragermaterial nicht nur mit trans fizierten 
Zellen, sondern auch mit nicht transf izierten Zellen in einem 
Verhaltnis von 1:3 bis 1:9 ( transf izierte zu nicht- 
transf izierten Zellen) besiedelt. Die isolierten Zellen konnen 
verschiede Knochenzellen oder Knochenvorlauf erzellen sein, 
bevorzugt sind es jedoch stromale Zellen. 
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Aufterdem betrifft die Erfindung Knochengewebe, das wenigstens 
ein biovertragliches Tragermaterial und Osteoblasten enthalt, 
die in vitro durch nicht-viralen Gentransfer mit einem Gen, 
das fur einen Wachs turns faktor kodiert, transfiziert worden 
sind. Bevorzugte Aus f iihrungs f ormen betreffen Knochengewebe, 
die nach einem der oben beschriebenen Verfahren zur 
Herstellung von Knochengewebe mit Hilfe von trans fizierten 
Zellen hergestellt wurden. 

Das erf indungsgemafle Knochengewebe hat zwei wesentliche 
Vorteile . 

Zum Einen werden nicht-transf izierte Zellen durch die 
sezernierten Wachstumsf aktoren parakrin zur Proliferation 
angeregt . Dabei wird der Wachstumsf aktor von einer Zelle 
produziert und wirkt auf eine andere Zelle ein. Das hat nicht 
nur eine verbesserte Besiedelung der Tragermaterialien wahrend 
der in vitro-Phase zur Folge, sondern auch eine verbesserte 
Einbindung des Gewebes nach Implantation. Das Knochengewebe 
stellt dann in vivo Wachstumsf aktoren zur Verfiigung, ist also 
ein "zellulares Wachstumsf aktor-Lief ersystem" . Dabei treten 
die von anderen Verfahren bekannten Nachteile nicht auf: Es 
werden keine Zellen aufler den gewiinschten transfiziert. Es 
sind keine Risiken zu befiirchten, die mit viralen Methoden 
einhergehen. Es imissen nicht wiederholt Dosen von 
rekombinantem Wachstumsf aktorprotein appliziert werden, da die 
Sekretion "physiologisch " erfolgt. Bei direkter Gabe von 
Wachstumsf aktor bestehen auch die Risiken biologischer 
Inaktivitat oder mangelnder Reinheit des Proteins. 

Der zweite wesentliche Vorteil besteht darin, dafi bestimmte 
Wachstumsf aktoren nach Implantation des Gewebes eine 
Gef afineubildung induzieren konnen. Die Gef a/ineubildung ist 
eines der entscheidenden Probleme beim "TissueEngineering" . 
Die Faktoren konnen somit zu einer verbesserten 
Vaskularisierung des Konstrukts fiihren, was ein wesentlicher 
Vorteil fur die Eigenschaf ten des implantierten Gewebes ist. 
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Figur la) zeigt die Fusion der Knorpelkomponente mit dem 
Tragermaterial des Knochens . Wahrend dem Verfestigungsvorgang 
der Knorpelkomponente wird das Tragermaterial der 
Knochenkomponente in das Knorpelkonstrukt eingedriickt . 

Figur lb) zeigt das Anbringen der Bandkomponenten. Biologische 
Bandkomponenten konnen an den Bandverbindungsstellen 
integriert werden (hier durch transossaren Durchzug) . Das 
Konstrukt hat eine Gelenkseite und eine Ankerseite fur den 
Einbau in den Knochen. 

Figur lc ) zeigt Ansichten eines Knorpel-Knochen-Konstrukts . 
Das Tragermaterial der Knochenkomponente wurde mit 
Osteoblasten besiedelt. Die Knorpelkomponente ist fest mit der 
Knochenkomponente Verbunden. Das Konstrukt hat eine anatomisch 
korrekte Form zum Gelenkersatz . Es weist eine Gelenkseite und 
eine Ankerseite auf. 

Figur Id) zeigt die Integration des biologischen 
Gelenkkonstrukts in den Knochen. Darstellung eines einseitigen 
Gelenkersatzes durch Einbau eines Knorpel-Knochen-Konstrukts 
ohne Bandverbindung in den Knochen. 

Figur le) zeigt die Integration eines kompletten 
Gelenkersatzes mit Bandverbindung. Ein zweiteiliger 
Gelenkersatz wurde mit Bandverbindung in Knochen nach 
Entfernung des urspriinglichen Gelenks (hier Fingergrundgelenk) 
eingesetzt. Der biologische Gelenkersatz hat die korrekte 
anatomische Form. 

Figur If) zeigt ein his tologisches Schema nach Fusion der 
Knorpelkomponente mit dem Knochentragermaterial . Das 
Tragermaterial der Knochenkomponente (hier Spongiosa) wurde 
wahrend dem Verfestigungsvorgang der Knorpelzellsuspension 
(hier Fibrinkleber ) in das Knorpelkonstrukt integriert. Es 
entsteht eine stabile Verbindung zwischen Knorpelschicht und 
Tragermaterial des Knochens. 



WO 00/74741 



18 



PCT7EP00/05313 



Figur lg) zeigt ein his tologisches Schema eines Knorpel- 
Knochen-Konstrukts nach Synthese von Knochensubstanz durch 
Osteoblasten. Nach Besiedelung des in Figur If) gezeigten 
Konstrukts mit Osteoblasten wurde neue Knochensubstanz 
synthetisiert . 

Figur lh) zeigt ein his tologisches Schema der Grenzflache 
zwischen Knorpel und Knochen. Die VergroBerung zeigt im Schema 
die Grenzflache zwischen der Knorpel- und Knochenkomponente 
mit dem Tragermaterial des Knochens . Es zeigt sich die 
Verzahnung des Tragermaterials mit der neuen Knochensubstanz 
und die Vernetzung des Knorpels mit dem Knochen. Das 
Tragermaterial ist teilweise in die Knorpelkomponente 
integriert . 

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele naher 
erlautert, wobei Tierversuche die Durchf iihrbarkeit der 
vorliegenden Erfindung belegen mussen, da Experimente am 
Menschen aus ethischen Griinden nicht vertretbar erscheinen. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind aber bevorzugt 
biologische Gelenkkonstrukte , die autologe, also vom Empf anger 
stammende oder allogene, das heifit von einem anderen Menschen 
stammende Zellen enthalten. 

Beispiel Is Isolierung von Chondroblasten 

Es wird zunachst die Isolierung von Chondroblasten aus 
Kaninchen beschrieben. Diese Methode ist im Prinzip auf 
Menschen vibertragbar . 

Das Kaninchen wird durch eine Injektion narkotisiert . Die 
Haare werden im Operationsgebiet rasiert, die Haut 
desinfiziert und steril abgedeckt. Uber dem knorpeligen Anteil 
der Rippe wird ein Schnitt von ca. 2 cm gesetzt. Der 
Rippenanteil wird f reiprapariert , etwa 1,5 cm Rippenknorpel 
einschliefllich des Perichondrium werden herausgetrennt . Nach 
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Blutstillung und Spiilung wird die Wunde durch Rucks tichnahte 
verschlossen . Anschliefiend wird ein Spruhverband angebracht. 

Der autologe Rippenknorpel wird in sterile Ringerlosung (DAB 
7-Losung, erhaltlich von Fa. Delta Pharma) gegeben, die mit 
200 IU/ml Penicillin und 20 ng/ml Streptomycin supplementiert 
worden ist. Der Knorpel kann in der Losung fur einige Stunden 
bei 4°C aufbewahrt werden, rau/i aber innerhalb von 6-8 Stunden 
bearbeitet werden. Das Knorpelgewebe wird mit einem Skalpell 
(20/22) unter sterilen Bedingungen auf eine Gro/ie von 1-2 mm 
zerkleinert und in eine grofie Petrischale (130 x 15 mm) 
gegeben. Die Knorpelmenge wird gewogen. 

Anschliefiend werden 50 ml 2 mg/ml Kollagenase in einem 
handelsiiblichen, speziell fur Chondrozyten hergestellten 
Standardmedium, namlich HAM's F12-Medium ( Hepes-Modif ikation, 
mit 100 IU/ml Penicillin, 100 |ig/ml Streptomycin) in die 
Petrischale mit den Knorpelstiickchen gegeben. Es folgt fur 16- 
24 h Inkubation im Zellkultur-Brutschrank . 

Die Knorpelzellsuspension mit verbliebenen Knorpelstiickchen 
wird abpipettiert , mit dem gleichen Volumen HAM's F12-Medium 
(Hepes-Modif ikation) , 100 IU/ml Penicillin, 100 ^g/ml 
Streptomycin, ^50 Mg/ml Ascorbinsaure, ^10% (v/v) autologes 
Serum, 2 mM Glutamin verdiinnt und ausgiebig auf einem 
Schiittler geriittelt, urn die angedauten Knorpelstiicke zu 
trennen, Dieser Schritt wird am besten in verschlossenen 50 
ml-Zentrif ugen-Schraubgef afien durchgef iihrt . 

Die Zellsuspension wird durch Zellfilter in 50 ml- 
Schraubgef afie filtriert (ca. 25 ml pro Gefafl) und mit o. g. 
HAM's F12-Medium auf 50 ml aufgefullt. Die Zellen werden 3-4 
mal mit 30 ml PBS durch Zentrif ugation (10 min, 500 g, 21°C) 
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt werden die Zellen in 
30 ml Medium aufgenommen. 
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Urn die Zellzahl zu bestimmen, werden zunachst 0,5 ml einer 
0,4% Trypanblaulosung in ein Testrohrchen gegeben. Nach 
Hinzufiigen von 0,3 ml HBSS (Hanks Salzlosung) und 0,2 ml 
Zellsuspension wird sorgfaltig gemischt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert . Anschliefiend wird durch Zahlung mit 
einem Hamozytometer die Zellzahl ermittelt. 

Beispiel 2: Isolierung von Osteoblasten 

Es stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung, erstens die 
offene Knochenbiopsie (als Migrations- oder stromale 
Zellkultur) und zweitens die Aspiration von Knochenmark. 

a ) Knochenmarkbiopsie 

Nach ortlicher Betaubung und einem kleinen Hautschnitt wird 
eine sterile Knochenbiopsie durch einen Hohlbohrer entnommen. 
Es werden Spongiosablockchen von 0,5 bis 1 cm 3 herausgebohrt . 
Anschliefiend wird die Wunde verschlossen . Alternativ dazu 
konnen auch 15 ml Knochenmark aspiriert werden. Die Spongiosa 
sollte sehr schnell weiterverarbeitet werden, wenn moglich 
nicht langer als 12 Stunden im Transportgefafi bei 4°C lagern. 
Das Medium wird verworfen, die Spongiosa in die Petrischale 
gegeben und dort in 2 bis 3 mm kleine Partikel ("Chips") 
zerkleinert . 

Migrationskultur : 

Es werden 3 bis 4 Partikel in eine Vertiefung einer 
Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen verteilt und mit 3 ml 
Medium aufgefiillt, bzw. 6 bis 7 Partikel pro 25 cm 2 
Wachs turns f lache mit 7 ml Medium. Die Inkubation erfolgt im 
Brutschrank bei 37 °C und 5% C0 2 . Zweimal pro Woche sollte das 
Medium gewechselt werden, dabei werden die Zellen unter dem 
Phasenkontrastmikroskop inspiziert. Nach 5 bis 9 Tagen sind 
erste Zellen zu erkennen, nach 10 bis 14 Tagen ein 
subkonf luenter Zellrasen mit 65 bis 75% Bodenf lachenbedeckung. 
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Stromale Zellkultur : 

Zunachst wird der Knochen von Muskel- und Bindegewebsresten 
befreit. Mit Hilfe einer Schere und einer Pinzette wird die 
Spongiosa in moglichst kleine Stiickchen zerkleinert. Die 
Spongiosa-Fragmente konnen in ein 50 ml Zentrif ugenrohrchen 
mit Schraubverschlufi gegeben und darin gewogen werden. Enthalt 
das Material viel rotes Knochenmark, so kann man spater pro 4 
bis 6 g Spongiosa eine 75 cm 2 Gewebekultur f lasche beschicken. 
In das 50 ml Zentrif ugenrohrchen mit SchraubverschluB werden 
nun zur zerkleinerten Spongiosa circa 25 ml Medium 1 
(Basalmedium mit Antibiotika, z.B. Medium 199 , Fa. Gibco, 100 
IU/ml Penicillin, 100 ^g/ml Streptomycin) gegeben und durch 
Vortexen ( hochf requentes Rutteln, circa 30 Sekunden, hochste 
Stufe) die Zellen herausgelost • Der Uberstand wird in andere 
Schraubgef afie iiberfiihrt. Dieser Schritt wird so lange 
wiederholt, bis das Medium nach Vortexen nicht mehr triib wird. 
Zuletzt kann noch eine Trypsin- (und/oder Kollagenase- ) Be- 
handlung (circa 10 Minuten, 37°C) durchgefiihrt werden, urn 
weitere Zellen zu gewinnen. Die erhaltenen Zellsuspensionen 
werden 10 Minuten bei 250g und 4°C zentrif ugiert - Die 
Uberstande werden verworfen, die Zellpellets in Medium 
resuspendiert und auf Kulturf laschen verteilt. Die gespulten 
Knochenstiickchen konnen gegebenenf alls in einer separaten 
Kulturf lasche zur Anziichtung restlicher Zellen verwendet 
werden (nach Trypsinisierung sind diese aber gut mit Medium zu 
spiilen) . 

Urn die Zellzahl zu bestimmen werden nach der Resuspension der 
Zellpellets 50 \il der Suspension in ein Eppendorf -Gef afl 
Iiberfiihrt und mit 46 nl Trypanblau gemischt. Durch Zugabe von 
4 yxl Essigsaure werden die Erythrocyten lysiert. Die 
kernhaltigen Zellen werden in einer Neubauer-Zellkammer 
(Glaskammer zum Zahlen von Zellen unter dem Mikroskop) 
ausgezahlt. Anschliefiend werden etwa 10 7 Zellen der 
Zellsuspension pro 75 cm 2 Kulturf lasche verteilt. Der 
Mediumwechsel erfolgt nach circa 5 Tagen, spater zweimal pro 
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Woche. Erste aharente Zellen sind am zweiten Tag erkennbar, 
Kolonien ab Tag 4 bis 5- Subkonfluenz wird zwischen Tag 9 und 
11 erreicht. 

b) Isolierunq und Selektion der Knochenvorlauf erzellen aus 
Knochenmarkaspirat 

Nach ortlicher Betaubung wird eine sterile Knochenmarkpunktion 
durchgefiihrt . Durch Aspiration mit einer groBvolumigen Kaniile 
und einer Heparin-benet zten Spritze werden etwa 15 bis 20 ml 
Blut aus dem hinteren Beckenkanun entnonunen. Die Probe wird bei 
etwa 400 g zentrif ugiert , der Uberstand abgenommen und das 
Zellpellet in 5 ml serumfreien Medium 1 suspendiert. 
Anschliefiend wird eine Dichtegradientenzentrif ugat ion iiber 
einen 70%-Percollgradienten (Percoll ist der Handelsname einer 
viskosen Losung mit einer erhohten Dichte gegeniiber Wasser) 
oder einem Ficoll-Kissen (Ficoll ist eine viskose Losung mit 
einer hoheren Dichte als Wasser, die chemische Zusammensetzung 
unterscheidet sich von Percoll, wirkt jedoch nach dem gleichen 
Prinzip. Beide Losungen werden zur Dichtezentrif ugation 
benutzt.) bei 400 g fiir 30 Minuten bei 4°C durchgefiihrt, um 
die Roten Blutkorperchen von den Mesenchymalen Zellen zu 
trennen. SchlieBlich werden die Mesenchymzellen in einer 
Gewebekulturf lasche ausplattiert und vermehrt . 

Der osteoblastische Phanotyp der Zellen kann durch Nachweis 
der knochenspezif ischen Proteine Alkalische Phosphatase und 
Osteocalcin im Kulturmedium oder durch immunhistochemische 
Farbungen von Kontrollkulturen nachgewiesen werden. 

Bestlmmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitat 

Die Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen. Pro Ansatz einer 
Gewebekulturschale mit sechs Vertiefungen werden 2 ml 
alkalische Phosphatase-Subs tratpuf f er zugegeben ( Rotipuran®, 
Fa. Roth, 50 mM Glycin, 1 mM MgCl2r 5 mM p- 

Nitrophenylphosphat , pH 10,5). Es wird 15 Minuten bei 37 °C 
inkubiert. Die Inkubationszeit kann von 5 bis 20 Minuten 
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variiert werden. Anschlieflend wird die inkubierte Pufferlosung 
in einer Kuvette 1:1 mit 1 M NaOH gemischt. Schliefllich wird 
die Absorption bei 405 run bestimmt . Die Enzymaktivitat wird 
angegeben als Absorption/Zellzahl . 

Osteocalcin farbung 

Nach Entfernung des Mediums werden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen. Anschlieflend werden die Zellen mit der Losung A des 
FIX & PERM-Kit (Handelsname eines Kits, mit dem Zellen fixiert 
und die Membran permeabilisiert werden kann, so dafl Farbstoffe 
und Eiwei/ie in das Zellinnere eindringen konnen. Cell 
Permeabilisation Kit, Fa. AN DER GRUB, erhaltlich von Fa. 
Dianova) fiir 15 Minuten fixiert, die Losung wird anschlieJiend 
abgesaugt. Losung B des FIX & PERM-Kit wird zusammen mit dem 
Primarantikorper (rabbit anti human osteocalcin, Fa. PAESL + 
LORE I; 1:25 in PBS verdiinnt) im Verhaltnis 1:1 fiir 2,5 Stunden 
lichtgeschiitzt auf den Monolayer pipettiert, danach wird zwei- 
bis dreimal mit PBS gespiilt. Inkubation mit dem 
Sekundarantikorper (FITC - conjugated goat and rabbit IgG, Fa. 
Sigma, 1:80 in PBS) erfolgt lichtgeschiitzt fiir eine Stunde. 
Der Primarantikorper erkennt nach dem Schlusselloch-Prinzip 
ein bestimmtes Epitop. Der Sekundarantikorper erkennt dann 
bestimmte Domanen des gebundenen Primarantikorpers . Im 
Anschlu/i wird zwei- bis dreimal mit PBS gespiilt. Anschlieflend 
werden die Zellen sofort mit einem Immunf luoreszenzmikroskop 
mit eingestellter FITC-Anregung untersucht. 

Alkalische Phosphatase farbung 

Zur Farbung wurde ein Kit der Fa. Sigma Diagnostics, Katalog 
Nr. 86-R verwendet . Zunachst werden folgende Losungen 
hergestellt: Die Fixierlosung entsteht durch Mischen von 65 ml 
Aceton, 25 ml "Citrate Solution" und 8 ml 37% Formaldehyd. Die 
Losung ist in einer Glasflasche bei 4°C bis zu vier Wochen 
haltbar. Die "Diazonium Salt Solution" wird durch Mischen von 
jeweils 1 ml "FRV Alkaline Solution" und "Sodium Nitrite 
Solution", 2-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und Zugabe 
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des Gemisches zu 45 ml H2O hergestellt. Schliefilich stellt man 
die "Alkaline Dye Mixture" durch Zugabe von 1 ml "Naphthol AS- 
BI Alkaline Solution" zu obiger "Diazonium Salt Solution" her 
(vor Licht schiitzen) . Die Fixierlosung wird auf Raumtemperatur 
gebracht, dann werden die Zellen 30 Sekunden fixiert. 
Anschlieftend werden die Zellen 45 Sekunden mit H2O gespiilt, es 
ist darauf zu achten, dafi die Zellen nicht austrocknen. In der 
Folge inkubiert man die Zellen 15 Minuten mit "Alkaline Dye 
Mixture" bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschliefiend wird 2 
Minuten mit H2O gespiilt. Die Gegenf arbung erfolgt mit 
"Hamatoxyline Solution" . Hematoxylin ist ein Farbstoff, der 
Gewebe bei der mikroskopischen Untersuchung rot anfarbt. 
"Hamatoxyline Solution" wird aufgetropft und 2 Minuten auf den 
Zellen belassen, dann wird gut mit Wasser gespiilt. Die Zellen 
werden an der Luft getrocknet und konnen unter dem 
Lichtmikroskop betrachtet werden. 

Beispiel 3: Isolierung von Fibroblasten 

Ein Stuck Hautgewebe wird von Fettgewebe befreit und in etwa 
0,5 cm 2 groJie Stiicke geschnitten. Die Hautstiicke werden in 2,5 
U/ml Dispase entweder 3 h bei 37 °C oder 16 h bei 4°C 
inkubiert. Anschlieflend wird die Epidermis abgezogen und 
verworfen. Die Stiicke werden mit einem Skalpell so gut wie 
moglich zerkleinert . Der entstehende Brei wird dann mit einer 
Enzymlosung, enthaltend ca. 90 U/ml Kollagenase und ca. 140 
U/ml Hyaluronidase versetzt und 3 h bei 37 °C geschiittelt . 
Anschlieflend wird der Brei bei 300 g fur 30 Minuten bei 4°C 
zentrif ugiert , der Uberstand verworfen, der Bodensatz in 5 ml 
Medium 2 (Medium 1, 10% (v/v) Serum; bei therapeutischem 
Einsatz wird autologes, humanes Serum verwendet, bei 
Experimenten fotales Kalberserum, erhaltlich von Fa. Gibco) 
aufgenommen und in eine 25 cm 2 -Gewebekulturf lasche gegeben. 

Sollten noch viele unverdaute Stiicke vorhanden sein, wird der 
Bodensatz anstatt in Medium in 5 ml ca. 185 U Kollagenase/ml 
Pufferlosung aufgenommen, in eine 25 cm 2 -Kulturf lasche gegeben 
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und uber Nacht in einem Zellkultur-Brutschrank inkubiert. Am 
nachsten Tag wird die Kollagenase-haltige Suspension 
abgenommen, zentrif ugiert , der Bodensatz in Medium 2 
aufgenommen und in dieselbe Flasche zuruckgegeben . 



Beispiel 4: Herstellung der Knorpelkomponente 
a ) Kollaqenschwamme 

Die Zellsuspension wird auf etwa 3 x 10 7 Zellen/ml 
eingestellt. Kollagenvliese werden in etwa 1 x 1 cm grofle 
Stiickchen geschnitten (steril). Die Vliese werden mit einer 
Insulinspritze beimpft. Dabei reichen 2 ml Zellsuspension fur 
8 bis 10 Kollagenstiickchen aus . Nach drei Stunden im 
Brutschrank werden die Stiickchen auf eine Gewebekulturplatte 
mit sechs Vertiefungen verteilt und mit jeweils 8 ml 
Nahrmedium aufgefiillt. Das Medium wird alle zwei Tage 
gewechselt • 



Tierversuch : 



Primare Rinder-Chondrozyten wurden als Suspension in Schwamme 
aus Rinder-Kollagen Typ 1 geimpft. Die Konstrukte wurden 
sieben Tage bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert und 
anschliefiend Nacktmausen subkutan implantiert. Kontrollgruppen 
waren Kollagenschwamme ohne Zellen und 

Chondrozytensuspensionen ohne Tragermaterial. Die Explantation 
erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die Konstrukte 
wurden histologisch-immunhistochemisch untersucht . Die 
biomechanische Priifung erfolgte durch einen "confined 
compression test" zur Bestimmung der hydraulischen 
Permeabilitat und des Kompressionsmoduls ( Biomechanisches 
Testverfahren, bei dem auf eine zu priifende Probe definierte, 
zyklische Driicke ausgeiibt und Kraf trelaxationsmessungen 
durchgefiihrt werden) . Als Ergebnis zeigte sich morphologisch 
hyaliner Knorpel mit immunhistochemischem Nachweis von 
knorpeltypischem Kollagen Typ 2. In den Kontrollen wurde der 
leere Kollagenschwamm drei Wochen resorbiert. Die 
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Zellsuspension entwickelte nur kleine Knorpels tiicke . Die 
Steifigkeit der Konstrukte nahm im zeitlichen Verlauf zu (1,99 
Mpa in Woche 9), war jedoch gegeniiber nativem Knorpel (5,25 
Mpa) verringert. Die hydraulische Permeabilitat zeigte 
signifikant hohere Werte als die Kontrolle (2,69 x 1CT 14 
gegeniiber 3,0 x 10~ 15 m 4 /Ns). 

b ) Fibrinsuspension 

Die Knorpelzellen werden gelost und nach Zentrif ugation in der 
Thrombinkomponente eines Zweikomponentenf ibrinklebers in einer 
Dichte von 2-3 x 10 7 Zellen/ml eingebracht. Anschliefiend wird 
durch synchrones Spritzen mittels einer Doppelspritze die 
zellhaltige Thrombin- mit der Fibrinogenkomponente vermischt 
und in eine vorgef ertigte Kulturform gegossen. Es entsteht 
durch Prazipitation des Fibrinogen zu Fibrin ein fester 
"Clot". Schliefllich wird mit HAM ' s F12-Medium (Hepes- 
Modif ikation, Zugabe von Hepes-Puf f erlosung zu einem 
Nahrmedium) iiberschichtet und im Brutschrank bei 37 °C und 5% 
CO2 inkubiert . 

Tierversuch : 

Primare Chondrozytenkulturen werden aus Rippenknorpelbiopsien 
etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10 7 Zellen/ml in der 
Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert . 

Anschliefiend wird durch eine Doppelspritze die Fibrinogen- 
komponente mit der chondroblastenhal tigen Thrombinkomponente 
(4 IE Thrombin/ml) zusammengebracht und in eine strukturierte, 
anatomisch angepafite Form gegossen- Der Fibrinkleber 
verfestigt sich in Abhangigkeit von der Thrombinkonzentration 
innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. 

Tierversuch: 

Die Konstrukte wurden Nacktmausen subkutan implantiert. 

Kontrollgruppen wurden "Fibrinclots M ohne Zellen und 

Chondrozytensuspensionen ohne Fibrin implantiert. Die 
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Explantation erfolgte nach drei, sechs und neun Wochen. Die 
Konstrukte wurden his tologisch-immunhis tochemisch untersucht . 
Die biomechanische Priifung erfolgt durch einen "confined 
compression test" zur Bestimmung der hydraulischen 
Permeabilitat und des Kompressionsmoduls . 

Als Ergebnis fanden sich in der Gruppe mit Knorpelzellen in 
Fibrinkleber mikroskopisch neu gebildetes Knorpelgewebe , in 
den Kontrollgruppen war kein Knorpelgewebe zu finden. 
Histologisch zeigten die Knorpelkonstrukte die Morphologie von 
hyalinem Knorpel mit immunhistochemischem Nachweis von 
Kollagen Typ 2. Die Knorpelkonstrukte zeigten bei der 
biomechanischen Priifung im "confined compression test" eine 
Steifigkeit ( Kompres s ionsmodul ) von 0,59 Mpa und eine 
hydraulische Permeabilitat von 1,03 x 10~ 14 m 4 /Ns. 

Beispiel 5: Herstellung der Knochenkomponente 
a) Herstellung der Zell-Biomaterialkonstrukte 

Die Tragermaterialien werden eine Woche vor Besiedelung mit 
Zellen in Kulturmedium gewassert, um eine Rehydrierung und pH- 
Stabilitat zu erreichen. 

Durch Trypsinisierung werden die als Monolayerkultur 
geziichteten Zellen aus der Kulturschale abgelost und nach 
Zentrif ugation und Zahlung in einem geringen Volumen als 
Einzelzellsuspension suspendiert. Das Medium wird abgenommen, 
ein Teil in ein 1,8 ml-Kryorohrchen abgefiillt und eingefroren, 
der Rest wird verworfen. Aus den Uberstanden wird mittels 
eines Enzyme-Linked- Immuno-Sorbence-As say (ELISA) Osteocalcin 
und alkalische Phosphatase bestimmt. In einer 

Gewebekulturplatte mit sechs Vertiefungen wird mit 0,5 ml 
Trypsin/EDTA-Losung (37°C; 0,025% Trypsin) pro Vertiefung das 
restliche Medium abgespiilt. Anschlieftend werden mit 1 ml 
Tryps in/EDTA pro Vertiefung die Zellen vom Boden gelost. Das 
Trypsin sollte nicht langer als fiinf bis acht Minuten auf den 
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Zellen verbleiben, um irreversible Schadigung zu vermeiden. 
Nachdem sich die Zellen vom Boden gelost haben, wird mit 1 ml 
serumhaltigem Kulturmedium 2 neutralisiert (vorgewarmt) . Die 
Zellsuspension wird in einem Zentrif ugenrohrchen mit 
Schraubverschluft gesanunelt und bei ca. 300g und 4°C fiir 10 
Minuten zentrif ugiert . Der Uberstand wird abgesaugt und das 
Zellpellet mit 1 ml fliissiger Oder viskoser Losung suspendiert 
und ausgezahlt. 

Die fliissige oder viskose Zellsuspension wird in einer 
Aspirationskammer in die dreidimensionalen Tragermaterialien 
durch Unterdruck ohne Volumenverlust eingezogen, so dafi die 
gesamte innere Oberflache besiedelt wird. 

b) Ex vivo-Ziichtunq der Konstrukte 

Die Zell-Biomaterialkonstrukte werden in eine spezielle 
sterile Perf usionskammer gebracht und eingespannt, so daB ein 
unidirektioneller Durchflu/5 des Kulturmediums gewahrleistet 
ist. Neben der Zufuhr von immer frischem Medium werden die 
Zellen durch den Flussigkeitsstrom mechanisch stimuliert. Das 
Kulturmedium (Osteoblastenmedium, z.B. BGJ-B-Medium, Fa. 
Gibco, mit 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin , 10% 
(v/v) Serum; bei therapeut ischem Einsatz wird autologes, 
humanes Serum verwendet, bei Experimenten f Stales Kalberserum) 
wird durch Zusatz von 10" 8 bis 10" 10 M Dexamethason, 50 ^g/ml 
Vitamin C und 40 ng/ml Vitamin D3 im zufiihrenden Teil 
angereichert, um die Zellen zur Matrixsynthese zu stimulieren. 

c) Analyse der Konstrukte in der Kulturphase 

Zur Messung des Zellmetabolismus wird den Konstrukten ein 
Tetrazoliumsalz "XTT" zugesetzt. Der Test beruht auf der 
kolorimetrischen Biotransformation des Salzes zu dem intensiv 
gelb gefarbten Formazan in den Mitochondrien . Die 
Formazankonzentration wird zu bestimmten Zeitpunkten nach der 
Zugabe der Losung photometrisch bei 450 nm Wellenlange 
gemessen. Das Ergebnis korreliert mit dem Zellmetabolismus 
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bzw. der Proliferation der Zellen (Cell Proliferation Kit, 
Firma Roche Diagnostics, Mannheim). 

Die Adhasion kann durch "Environmental Scanning Electron 
Microscopy" (ESEM) kontrolliert werden. Die "Environmental 
Scanning Electron Microscopy" ist ein technisches Verfahren 
der Elektronenmikroskopie , bei dem Zellen nicht fixiert werden 
mussen, sondern lebend im Kulturmedium durch 

Elektronenmikroskopie betrachtet werden konnen. 4 8 Stunden 
nach Besiedelung der Biomaterialien werden die Konstrukte auf 
einen Trager geklebt und in eine ESEM-Kammer (Freiburger 
Materialf orschungsinstitut ) gebracht. Hiermit kann in der 
Vergrofierung eines Elektronenmikroskopes die Anhaftung der 
Zellen auf der Mater ialober f lache dargestellt werden, 

d) Analyse der Konstrukte am Ende der Kulturphase 

Nach zwei bis vier Wochen in der Perf usionskammer werden die 
Konstrukte fixiert und durch die klassische HE-Farbung 
histologisch auf eine neue Matrixbildung auf den 
Tragermaterialien untersucht. Durch die spezielle Richardson- 
Levaletzko-Farbung wird neues Knochengewebe intensiv blau 
angef arbt . 

Durch Immunhistochemie wird Kollagen 1 als organischer 
Hauptbestandteil des Knochengewebes nachgewiesen (z.B. durch 
die Avidin-Biotin-Methode) . 

Durch Immunf luoreszenz mit FITC-markierten Antikorpern wird 
Osteocalcin als spezifischer Knochenmarker in dem neuen Gewebe 
dargestellt . 

e) Zusatz anqioqener Wachstumsf aktoren zur Knochenkomponente 
( optional ) 

Zur Induktion der Gef aflneubildung konnen 

Wachstumsf aktorproteine (VEGF, bFGF, Ang I oder Ang II) der 
Knochenkomponente zugesetzt werden. Zunachst wird wie in 
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Beispiel 2 beschrieben eine Osteoblastenzellkul tur etabliert. 
Die subkonf luenten Zellen in einer 75 cm Zellkultur f lasche 
werden mit 1 ml 0,025% Trypsin/EDTA-Losung 5 Minuten 
trypsinisiert . Nach Resuspension in 2 ml Medium mit 10% FCS 
und 5 Minuten Zentrif ugat ion bei 1000 Upm und 4 °C werden die 
Zellen in 100 \il Medium resuspendiert und gezahlt. 20000 
Osteoblasten der Zellpassage 1 bis 3 werden in 200 ^1 
Fibrinogenlosung suspendiert (66 mg Fibrinogen in 1 ml aMEM 
oder Medium 199 oder BGJ-B-Medium ohne Serum mit 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin gelost; 0,1 bis 10% e- 
Amino-n-capronsaure ) . Anschliefiend werden 40 nl einer 40 mM 
Calciumchloridlosung enthaltend 1,25 I.E. Thrombin/ml und 0,1 
bis 10 ng/ml rekombinanten Wachs tumsf aktor zur Osteoblasten- 
Fibrinogensuspension gegeben . Das Gemisch wird anschlieflend in 
eine Zellkulturschale gespritzt ( beispielsweise 48 Well 
Platte) . Nach Zugabe von 760 ml Kulturmedium BGJ-B mit 10% FCS 
und 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin wird das 
Zellkonstrukt im Warmeschrank bei 37 °C, 5% C0 2 und 100% 
Luf tf euchte kultiviert . 

f) Herstellunq einer Osteoblasten-Endothelzell- 

Fibrinoqensuspension OEFS ( optional ) 

Eine Osteoblasten-Zellkultur wird wie in Beispiel 2 
beschrieben etabliert. Die subkonf luente Osteoblastenkultur in 
einer 75 cm 2 Zellkulturf lasche wird mit 1 ml 0,025% 
Trypsin/EDTA-Losung 5 Minuten trypsinisiert . Nach Resuspension 
in 2 ml Endothelzellmedium ohne Serum und 5 Minuten 
Zentrif ugation bei 1000 Upm und 4°C werden die Zellen in 100 
>il Endothelzellmedium resuspendiert und gezahlt. 1 bis 10 x 
10 4 ( vorzugsweise 20000) Osteoblasten der Zellpassage 1 bis 3 
werden in 200 nl Fibrinogenlosung suspendiert (66 mg 
Fibrinogen in 1 ml Endothelzellmedium mit 100 U/ml Penicillin, 
100 mg/ml Streptomycin und 0,1 bis 10% s-Amino-n-capronsaure ) . 
Parallel dazu wird eine Endothelzellkultur nach 
Standardprotokoll als mikrovaskulare Endothelzellkultur 
etabliert. Die subkonf luente Endothelzellkultur in einer 
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75 cm 2 Kulturf lasche wird mit 1 ml 0,025% Tryps in/EDTA-Ldsung 
5 Minuten tryps inis iert . Nach Resuspension der Zellen 2 ml 
Endothelzellmedium ohne Serum und 5 Minuten Zentri f ugat ion bei 
1000 Upm und 4°C werden die Zellen in 100 nl 
Endothelzellmedium resuspendiert und gezahlt. 1 bis 10 x 10 4 
( vorzugsweise 20000) Endothelzellen der Zellpassage 1 bis 3 
werden in 200 *il der oben genannten Fibrinogenlosung 
suspendiert. Schliefilich werden die Osteoblasten- 

Fibrinogensuspension und die Endothelzell-Fibrinogensuspension 
miteinander durch Resuspension vermischt. Die Osteoblasten- 
Endothelzell-Fibrinogensuspension (OEFS) wird in ein poroses, 
dreidimensionales Tragermaterial , z . B . autoklavierte 

Spongiosa, eingesaugt. Pro ml OEFS werden 40 nl 
Calciumchlorid-Thrombinlosung zugesetzt (1,25 I.E. Thrombin 
pro ml, 40 mM Calciumchlorid) . Das Konstrukt wird in eine 
Kulturschale oder eine Perf usionskammer eingebracht . 
Anschlieflend wird Endothelzellmedium mit 10% FCS, 100 U/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben. Es erfolgt 
Kultivierung im Warmeschrank bei 37 °C, 5% C0 2 und 100% 
Luftfeuchte fur 1 bis 7 Tage bis zur Fusion mit der 
Knorpelkomponente . 

Durch Zugabe der Calciumchlorid-Thrombinlosung bildet sich ein 
dreidimensionales Fibrinnetzwerk mit haftenden Osteoblasten 
und Endothelzellen in der Fibrinmatrix, welche das porose 
Tragermaterial ausfiillt. Im Lichtmikroskop (100-fache 
Vergroflerung) zeigt sich die Ausbildung des osteoblastischen 
Phanotyps mit dendritischen Zellauslauf ern und der Aufbau von 
interzellularen Verbindungen der Osteoblasten. Dazwischen 
liegen kleinere Endothelzellen, die in vivo prolif erieren und 
sich zu Kapillaren organisieren konnen. 

Die Vitalitat kann durch Trypanblauf arbung nach 7 Tagen 
untersucht werden. Dazu wird der Uberstand des Kulturmediums 
abgesaugt, es werden 50 m1 Trypanblaulosung zugegeben, 
anschliefiend wird das Praparat unter dem Lichtmikroskop 
kontrolliert . Nach 7 Tagen finden sich nur wenig abgestorbene 
Zellen. 
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Beispiel 6: Herstellung von Bandkomponenten 

Fibroblasten werden als Suspension mit 1 x 10 7 bis 5 x 10 7 
Zellen/ml Medium auf bandformige Materialien geimpft und in 
Dulbecco's Minimal Essential Medium ( DMEM ) -Medium mit 10% 
autologem Serum bei 37°C und 5% CO2 in Kultur gehalten. 

Beispiel 7: Fusion der Einzelkomponenten 

Primare Chondrozytenkulturen wurden aus Rippenknorpelbiopsien 
etabliert und mit einer Dichte von 2 x 10 7 Zellen/ml in der 
Thrombinkomponente eines Fibrinklebers suspendiert . 

Anschliefiend wird durch eine Doppelspritze die 

Fibrinogenkomponente mit der chondroblastenhaltigen 

Thrombinkomponente zusammengebracht und in eine strukturierte, 
anatomisch angepafite Form gegossen. Der Fibrinkleber 
verfestigt sich in Abhangigkeit von der Thrombinkonzentration 
innerhalb von 5-10 Minuten in der gewiinschten Form. Parallel 
werden primare Osteoblastenkulturen aus Beckenkanun-Biopsien 
(siehe Beispiel 2) hergestellt und der osteoblastische 
Phanotyp durch Alkalische Phosphatase und Osteocalcin 
nachgewiesen - Die Zellen werden auf dreidimens ionalen , porosen 
Biomaterialien (z.B. bovine oder humane Spongiosa) als 
Suspension mit 1 x 10 6 bis 1 x 10 7 Zellen/ml viskosem Gel 
oder fliissigem Medium durch Vakuumaspiration aufgebracht. Die 
Adhasion der Zellen wird durch Elektronenmikroskopie und die 
Proliferation durch XTT-Stof f wechseltests kontrolliert . Die 
einzelnen Konstrukte werden getrennt fur drei Tage in vitro 
bei 37 °C und 5% C0 2 kultiviert. Im Anschlufi erfolgt die Fusion 
der Knochen- und Knorpelkomponente durch Fibrinklebung . 

Die Fusion kann auch abgewandelt wie folgt erreicht werden: 
Wahrend des Prozesses der Herstellung der Knorpelkomponente 
und der Abbindung des Fibrinklebers wird das leere, 
vorgeformte und angepaflte Knochentragermaterial leicht in die 
Knorpelschicht eingedriickt , so dafi es fest eingebunden wird. 
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Im zweiten Schritt erfolgt dann die Besiedelung der 
Knochenkomponente durch die Osteoblastensuspension in einem 
viskosem Gel oder flussigem Medium. 

Als Ergebnis eines derartigen Versuchs waren Knorpel- und 
Knochenkomponente fest miteinander fusioniert. Die 
Knorpelf lache war glatt und war deutlich von der 
Knochenkomponente abgrenzbar. Makroskopisch bestand eine 
korrekte, stabile anatomische Gelenkform entsprechend den 
natiirlichen anatomischen Gegebenheiten . 

Knorpel-Knochenkonstrukte mit Bandapparat : 

Die oben beschriebenen Knorpel-Knochenkonstrukte werden mit 
Bandkonstrukten verbunden, indent ein 0,5 mm grofier Bohrkanal 
durch die Knochenkomponente gebohrt wird und das 
Bandkonstrukt, bestehend aus Fibroblasten auf einem 
Kollagenband , hindurchgezogen wird. 

Das Bandkonstrukt ist fest integriert und kann zwei Knorpel- 
Knochenkonstrukte so verbinden und halten, dafi die 
Knorpelf lachen artikulieren und sich gegeneinander bewegen 
konnen . 

Tierversuche : 

Ca. sechs bis acht Wochen alte Nacktmause wurden in einer 
Narkosekammer mit einem Isof luran^-Sauerstof f gemisch (3% 
Isofluran® in 100% Q 2 , Flufi 4 1/min.) betaubt . Unter 
Auf rechterhaltung der Narkose mit einer Inhalationsmaske (1/5 
- 2% (v/v) Isofluran® in 100 % 0 2 , Flufi 0,5 bis 1 1/min-) 
wurden die Tiere mit Betaisodona® abgewaschen und das 
Operationsgebiet steril abgedeckt . Es erfolgte ein ca. 2 cm 
langer, langs verlaufender Hautschnitt im Bereich des Ruckens , 
Spreizen mit der Praparationsschere und Schaffen einer 
Hauttasche. Das osteochondrale Transplantat (ca, 2 x 0,5 x 0,5 
cm) wurde eingelegt und die Wunde mit Einzelknopf nahten 
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verschlossen. Ein steriler Wundverband wurde angelegt. Der 
Eingriff dauerte etwa 15 Minuten. Die Wunden der Tiere wurden 
bis zur gesicherten Wundheilung taglich kontrol liert . 

Die Nacktmause erhielten schliefilich eine letale Dosis CO2 per 
inhalationem am 21., 42. bzw. 63. Tag postoperativ . Die 
osteochondralen Konstrukte wurden mit dem umgebenden Gewebe 
herausprapariert und danach histologisch und 

immunhistochemisch aufgearbeitet . Als Ergebnis waren in den 
fusionierten osteochondralen Konstrukten die Knorpel- und 
Knochenkomponente fest miteinander verbunden . Histologisch 
zeigte die Knorpelschicht die Morphologie von hyalinem 
Knorpelgewebe mit immunhistochemischem Nachweis von Kollagen 
Typ 2 . In der Knochenkomponente f and sich nach acht Wochen ein 
appositionelles Knochenwachstum mit eingesproflten Kapillaren. 
Die Knorpelkomponente zeigte bei der biomechanischen Priifung 
im "confined compression test" eine Steifigkeit 

(Kompressionsmodul ) von 0,59 Mpa und eine hydraulische 
Permeabilitat von l f 03 x 10' 14 m 4 /Ns . 



Beispiel 8: Lipofektion von Osteoblasten mit EGF-Plasmid 

Humane Osteoblasten werden am Tag vor der Transfektion auf 
Gewebekulturbehalter verteilt. Dabei wurden 

Gewebekulturschalen mit 6 Vertiefungen (Fa. Costar, Kat. Nr. 
3506, 9,6 cm 2 pro Vertiefung) , im folgenden "6-well-Platten" 
genannt, und Zellkultureinsatze (Falcon Cell Culture Insert, 
Fa. Becton Dickinson, PET-Membran mit 1,6 x 10 6 Poren (1 \im) 
pro cm 2 , Kat. Nr. 3102, 4,2 cm 2 Flache) verwendet . 

Es folgen zwei Protokolle, mit denen hohe Expressionen 
erreicht werden. 
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a) Transfektion subkonf luenter Monolayerkul turen in 6-well- 
Platten 

Zur Herstellung der Trans fektions losung werden pro Ansatz 230 
Hi Medium 1 ohne Zusatze, 15 \il Escort^-Reagens (Fa. Sigma) 
und 6 Mg Plasmid-DNA (enthaltend das Gen fur humanes EGF) 
gemischt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird der 
Losung pro Ansatz 2 ml Medium 2 hinzugefiigt. Das Kulturmedium 
wird von den Zellen entfernt und das Trans fektionsgemisch wird 
zu den Zellen gegeben (2,25 ml/Vertief ung) . Danach werden die 
Zellen 12 h bei 37 °C und 5% C0 2 im Brutschrank inkubiert. Das 
Trans fektionsgemisch wird von den Zellen entfernt, die dann 
mit Medium 2 gewaschen werden. Schliefilich wird zur 
Weiterkultivierung ca. 3 ml Vollmedium in jede Vertiefung 
gegeben. Das Medium wird taglich gewechselt, von den 
Uberstanden werden Proben bei -20 °C aufbewahrt, die dann zur 
Bestimmung des EGF-Gehalts verwendet werden. Die Epidermal 
growth factor ( EGF ) -Konzentration wurde durch einen ELISA 
bestimmt ( Quantikine™, R&D Systems, Kat . Nr. DEG-00). Hierzu 
miissen die Proben gegebenenf alls vorher 1:10-1:15 in Medium 
verdunnt werden, da der Meflbereich des ELISA 0-250 pg/ml 
betragt . 

Die Analyse ergab, daB EGF iiber 10 Tage mit einem Maximum am 
5. Tag sezerniert wurde. 

b) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 
Zellkultureinsatzen ( "Trennkammerversuch " ) 

Bei den Zellkultureinsatzen handelt es sich urn Einsatze, die 
eine porose Membran aufweisen, an die die Zellen adharieren 
konnen. Der Einsatz wird in eine Gewebekulturplatte mit (meist 
6) Vertiefungen eingesetzt, so dafl die "apikalen" Zellen in 
dem Einsatz ca. 3 mm von den "basalen" Zellen in der 
Vertiefung der Kulturschale raumlich getrennt sind, aber per 
diffusionem Signalstoffe iiber die permeable Membran 
austauschen konnen. Medium wird zur "basalen" und "apikalen" 
Seite der Zellen gegeben, also in die Vertiefung der 
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Zellkulturschale , in die der Einsatz eingesetzt ist und in den 
Einsatz selbst. Diese Anordnung kann benutzt werden, urn einen 
parakrinen Effekt sezernierter Wachs turns faktoren auf andere 



Osteoblasten ausgesat, die transfiziert werden. Nach der 
Transfektion werden die Einsatze in Platten trans feriert , die 
mit nicht-transf izierten Zellen besat sind. Da das Medium und 
Faktoren, die von den transf izierten Zellen ausgeschieden 
werden, durch den Filter passieren konnen, kann durch 
Zellzahl-Bestimmung der nicht- trans f izierten Zellen im anderen 
Kompartiment eine verstarkte Proliferation nachgewiesen 
werden . 

Die Trans fektionslosung wird wie in a) hergestellt. Das 
Kulturmedium wird aus der Vertiefung der Kulturplatte und aus 
dem Einsatz moglichst vollstandig entfernt. In jeden Einsatz 
werden 2,25 ml Trans fektionslosung gegeben. Nach 30-60 min 
Inkubation im Brutschrank wird 1 ml Vollmedium zugegeben. 
Falls wahrend der Inkubationsphase die Transf ektionslosung 
rasch durch den Filter des Einsatzes lauft, mufl gegebenenf alls 
friiher Medium zugegeben werden. Anschlieflend wird 12 h bei 
37 °C und 5% CO2 inkubiert. Die Transf ektionslosung wird 
abgesaugt, der Einsatz wird ausgiebig mit Medium gewaschen. 
Der Einsatz kann nun in eine Kulturschale mit Zellen uberfiihrt 
werden. Das Mediumvolumen betragt insgesamt 4 ml/Vertief ung 
und Einsatz. 

In einem Versuch wurden 10 mit Osteoblasten besate Einsatze 
mit EGF-Plasmid transfiziert. Als Kontrollen wurden 10 Inserts 
mit Zellen nur mit Liposomenlosung ohne Plasmid behandelt, 
weitere 6 Einsatze wurden vollig unbehandelt gelassen, weitere 
6 Einsatze wurden mit EGF-Plasmid transfiziert, nach der 
Transfektion wurde aber taglich 11/9 ng/ml Medium 
neutralisierender anti-EGF-Antikorper zugegeben (Fa. R&D, No. 
AB-236-NA, 1 mg/ml in PBS, pH 7,4, steril). Am Tag 6 nach der 
Transfektion wurde die Zellzahl der nicht-transf izierten 
Zellen im unteren Kompartiment durch Zellzahlung mit einem 
"Casy TT"-Zellzahler bestimmt. Mit dem von der Firma Casy 



Zellen zu bestimmen. 



Dazu werden in den Zellkultureinsatz 
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hergestellten Gerat konnen Zellen in Losungen spektrometrisch 
gezahlt werden. Das Ergebnis ist in Figur 2 gezeigt. Beide 
Kontrol lansatze ( "Liposom" und "unbehandelt " ) zeigen 
signifikant niedrigere Zellzahlen als der Ansatz, in dem EGF- 
Plasmid transfiziert wurde ( "EGF/Liposom" ) . Das zeigt, daB die 
transf izierten Zellen einen prolif erativen Effekt haben. Die 
dritte Kontrolle ( "Antikorper " ) zeigt wiederum niedrigere 
Zellzahlen als der Ansatz mit trans f izierten Zellen, aber ohne 
Antikorper ( "EGF/Liposom" ) - Das beweist, daB der proliferative 
Effekt auf EGF zuriickzuf iihren ist. Dieses Experiment zeigt, 
daB durch transiente Lipofektion von Osteoblasten Zellen 
erzeugt werden konnen, die Wachs turns faktoren sezernieren, die 
das Wachstum anderer Zellen stimulieren konnen. 

In einem weiteren "Trennkammerversuch " wurde der proliferative 
Effekt EGF-transf izierter Osteoblasten mit dem prolif erativen 
Effekt von rekombinantem , humanem EGF verglichen, das den 
Zellen taglich zugesetzt wurde. Am Tag 4 nach Transf ektion 
wurde die Zellzahl der verschiedenen Ansatze bestimmt. Das 
geschah durch automatische Zellzahlung mittels "Casy TT M und 
durch Auszahlen in einer Neubauer-Zahlkammer . Das Ergebnis ist 
in Figur 3 gezeigt. Nach Transf ektion mit EGF-DNA ( "EGF- 
Transf ektion" ) ist die Zellzahl des Transf ektionsansatzes fast 
doppelt so hoch wie die des nicht transf izierten 
Kontrollansatzes ("Kontrolle"). Zugegebenes rekombinantes EGF 
(1 ng/ml jeden Tag) bewirkt zwar auch verstarktes Wachstum 
( "rhEGF-Zugabe" ) , jedoch nicht so stark wie es durch die 
Transf ektion erreicht wird . 

Beispiel 9: Lipofektion von Osteoblasten mit hbFGF-Plasmid 

Osteoblasten werden mit einem Plasmid transfiziert, das eine 
Nucleinsaure enthalt, die fur humanen "basic fibroblast growth 
factor" (hbFGF) codiert . 

Am Vortag der Transfektion werden die Zellen auf betreffende 
Kulturbehalter verteilt (z.B. 6-well-Platten oder 
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Zellkultureinsatze fur den Trennkanunerversuch) . Eingesetzt 
werden je 40000 Zellen pro Vertiefung der 6-well-Platte (9,6 
cm Wachstumsf lache pro Vertiefung) oder pro Zel Ikultureinsat z 
(4,2 cm 2 Wachstumsf lache pro Einsatz) . Es folgen zwei 
Protokolle, mit denen eine hohe Expression der trans fizierten 
Gene erzielt wurde. 



a) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 6-well- 

TM 

Platten (Escort -Reagens, Fa. Sigma) 

Die Transf ektionslosung wird durch Mischen von 115 \xl Medium 
1, 9 Ml Escort™-Reagens (Fa. Sigma) und 3 ng hbFGF-Plasmid 
pro Ansatz hergestellt. Alternativ konnen auch 115 nl Medium 

TM 

1, 15 [il Escort -Reagens und 5 ng Plasmid gemischt werden. 
Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wird das 
Kulturmedium von den Zellen entfernt, statt dessen wird 1 ml 
Medium mit Zusatzen zu den Zellen gegeben, gefolgt von der 
Transf ektionslosung . Anschlieflend wird 1-2 h bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Es folgt Zugabe von 2 ml Medium/Vertief ung und 
2 4 h Inkubation bei 7°C und 5% C0 2 • Weiterhin wird das Medium 
taglich gewechselt, wobei Proben des Kulturiiberstandes bei - 
20 °C bis zur Analyse aufbewahrt werden. Die bFGF-Konzentration 
in den Proben wird durch ELISA bestimmt. Das Ergebnis ist in 
Figur 4 gezeigt. Bei Verwendung von 3 *ig DNA und 9 pil 
Escort™ ist die FGF-Sekretion am Tag 3 nach der Transfektion 
am hochsten, bei Verwendung von 5 jug DNA und 15 nl Escort™ 
am Tag 5 nach der Transfektion. Die ins Medium abgegebene FGF- 
Menge ist bei Transfektion mit 5 \ig DNA hoher. 

b) Transfektion subkonf luenter Monolayerkulturen in 6-well- 
Platten ( Fugene®-Reagens ) 

Die Transf ektionslosung wird durch Mischen von Medium ohne 
Zusatze, Fugene^-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) und DNA 
hergestellt. Es wurden 3 Varianten getestet: 
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Ansa tz : 


A 


B 


C 


^1 Medium ohne Zusatze: 


97 


94 


91 


nl Fugene®-Reagens : 


3 


6 


9 


\ig hbFGF-Plasmid : 


3 


3 


3 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene -Reagens zuerst 
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie/lend 
wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weitere 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wird von den Zellen 
entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach 
die Transf ektionslosung zugegeben. Es folgt eine 24-stiindige 
Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank. Im Folgenden 
wird taglich das Medium gewechselt, wobei wiederum Proben des 
Kulturiiberstandes bis zur Analyse bei -20°C gelagert werden. 
Die FGF-Konzentration im Medium wird durch ELISA bestimmt. 
Auch bei Verwendung des Fugene-Reagens ' kann die DNA-Menge 
variiert werden. Es wurden 3 und 5 ng Plasmid getestet. Das 
Ergebnis ist in Figur 5 gezeigt. Am Tag 7 nach der 
Transfektion wird bei Einsatz von 3 [ig DNA mehr FGF sezerniert 
als bei Einsatz von 5 ng DNA ("3 ^ig Plasmid/Fugene® " und "5 \xq 
Plasmid/Fugene®" ) . Als Kontrolle wurde auch nur DNA ohne 
Fugene®-Reagens "trans fiziert " . Die gemessene FGF-Menge ist 
deutlich niedriger als bei Verwendung von Fugene® ("3 ng 
Plasmid" und "5 jig Plasmid"). Als weitere Kontrolle wurde die 
Fibroblast-Growth-Factor ( FGF ) -Konzentrat ion im Medium von 
vollig unbehandelten Zellen ermittelt ( "unbeh. Zellen"). 

Das Ergebnis zeigt, da/1 Osteoblasten erfolgreich mit hbFGF-DNA 
transfiziert werden konnen und da/1 daraufhin mehr FGF ans 
Medium abgegeben wird. 
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c) Transfektion subkonf luenter Monolayerkul turen in 
Zellkultureinsatzen ( "Trennkammerversuch " ) 

Die Transf ektionslosung wird durch Mischen von 115 |il Medium 
ohne Zusatze, 15 \il Escort^-Reagens und 5 ng hbFGF-Plasmid 
hergestellt. Nach 15 rain bei Raumtemperatur wird 2 ml Medium 2 
zugegeben . Das Kulturmedium wird aus dem Zellkultureinsatz, in 
dem die zu trans fiz ierenden Zellen sind, und aus der 
Vertiefung der 6-well-Platte, in der sich der Einsatz 
befindet, moglichst vollstandig entfernt. Pro Einsatz werden 
2,25 ml Transf ektionslosung zu den Zellen gegeben. Es wird 30- 
60 min bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert . 
Anschlieflend wird 1 ml Vollmedium pro Einsatz zugegeben 
( gegebenenf alls mufl friiher Medium zugegeben werden, falls die 
Transf ektionslosung schnell durch den Filter des Einsatzes 
lauft) . Es wird nochmals 24 h bei 37°C und 5% CO2 im 
Brutschrank inkubiert. Danach wird die Transf ektionslosung 
abgesaugt, der Einsatz wird ausgiebig mit Medium gewaschen. 
Der Einsatz wird nun in eine Kulturschale mit nicht- 
transf izierten Zellen eingesetzt, deren Proliferation 
iiberwacht wird. Das Medium-Volumen von Einsatz und 
Kulturschale zusammen betragt 4 ml. 

An Tag 4 nach der Transfektion wurde in einem solchen Versuch 
die Zellzahl der nicht-transf izierten Zellen in den unteren 
Kompartimenten bestimmt, Figur 6 zeigt das Ergebnis . Die 
Kontrolle zeigt die natiirliche Vermehrung von Zellen in 4 
Tagen ( "unbeh. Zellen"). Sowohl die Anwesenheit hbFGF- 
transf izierter Zellen ("5 ng Plasmid/15 ^il Escort™") als 
auch Zugabe von rekombinantem humanem bFGF ("rek. bFGF 4 
ng/ml" ) fiihren im Vergleich mit der Kontrolle zu erhohter 
Proliferation der Zellen. Das zeigt , dafl die transf izierten 
Zellen durch FGF-Sekretion parakrin das Wachstum nicht- 
transf izierter Zellen stimulieren konnen. 
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Beispiel 10: Lipof ektion von Osteoblasten mit hVEGF-Plasmid 

Subkonf luente Osteoblasten werden mit DNA transf iziert , die 
fur humanen "vascular endothelial growth factor" (hVEGF) 
codiert. Am Tag vor der Transf ektion werden die Zellen auf 
betreffende Kul turbehalter verteilt. Bei Verwendung von 6- 
well-Platten werden 50000 Zellen pro Vertiefung eingesetzt. 

Die Trans f ekt ions losung wird durch Mischen von Medium ohne 
Zusatze, Fugene®-Reagens (Fa. Roche Diagnostics) und DNA 
hergestellt. Es wurden 4 Varianten getestet: 



Ansa t z : 


A 


B 


C 


D 


Ml Medium ohne Zusatze: 


94 


91 


90 


85 


ul Fugene-Reagens : 


6 


9 


10 


15 


ug hVEGF-Plasmid: 


3 


3 


5 


5 



Dabei werden jeweils das Medium und das Fugene-Reagens zuerst 
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend 
wird die DNA zugegeben, nach Mischen wird weitere 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Medium wird von den Zellen 
entfernt, dann werden pro Vertiefung 3 ml Medium und danach 
die Transf ektionslosung zugegeben. Es folgt eine 24-stundige 
Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank. Im Folgenden 
wird taglich das Medium gewechselt, wobei wiederum Proben des 
Kulturiiberstandes bis zur Analyse bei -20°C gelagert werden. 
Die VEGF-Konzentration im Medium wird durch ELISA bestinunt. 
Das Ergebnis der oben genannten Ansatze ist in Figur 7 
gezeigt. Am Tag 7 nach der Transf ektion wurde die VEGF- 
Konzentration bestimmt. Die 4 Ansatze ("A" bis "D") zeigen 
gegenuber der Kontrolle, die die VEGF-Konzentration im Medium 
von unbehandelten Zellen zeigt ("unbeh. Zellen") , erhohte 
VEGF-Werte. Die Werte sind auch hoher als bei Ansatzen, in 
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denen die Zellen nur mit Plasmid, aber ohne Fugene-Reagens 
behandelt wurden ("5 pg Plasmid"). 

Der induktive Effekt transf izierter Osteoblasten (Ansatz B der 
Tabelle in Beispiel 10) auf das Wachstum von mikrovaskularen 
Endothelzellen wurde in der Trennkammer untersucht (Verfahren 
siehe Beispiel 8b)). Das Ergebnis ist in Figur 8 dargestellt . 
Es zeigte sich ein deutlich beschleunigtes Wachstum der 
Endothelzellen gegeniiber der Kontrolle ohne transf izierte 
Osteoblasten . 

Beispiel 11: Elektroporation von Osteoblasten mit EGF-Plasmid 

Osteoblasten in Kultur werden durch Trypsinierung abgelost, 
zentrif ugiert und gezahlt. Die Zellsuspension wird auf 1,5-10 6 
Zellen/ml eingestellt. Je 300 nl dieser Suspension werden in 
eine Elektroporationskiivette (Gene Pulser®/E . coli Pulser™ 
Cuvette, Cat. No. 165-2086, 0,2 cm gap electrode, Fa. BioRad, 
CA 94547) uberfiihrt. Die gap electrode ist eine Elektrode, mit 
der bei der Elektroporation elektrische Felder im Nahermedium 
erzeugt werden. 30 ng DNA ( hEGF-Plasmid) werden zu den Zellen 
in die Kiivette gegeben . Eine parallel vorbereitete 
Kontrollkuvette mit Zellen erhalt keine DNA. Anschliefiend 
werden die Kuvetten 10 min auf Eis inkubiert. 

Die eigentliche Elektroporation wird mit einem Gerat zur 
Durchfuhrung von Elektroporationen "Gene Pulser II System" der 
Fa. BioRad durchgefiihrt (Cat. No. der main unit: 165-2105). 
Die Einstellungen sind 150 Oder 250 V und 960 [iF; die 
Elektroporationszeit wird von dem Gerat automatisch bestimmt, 
sie betragt etwa 4 Sekunden. Die Kiivette wird in die Halterung 
der "shocking chamber" (Kammer, in der Zellen in Naherlosung 
eingebracht werden und in der elektrische Felder erzeugt 
werden konnen) eingespannt, wo die Elektroporation 
stattfindet. Nach der Elektroporation wird die Kiivette aus der 
Halterung entnommen und 10 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen 
werden in Medium (Osteoblastenmedium, z.B. BGJ-B-Medium, Fa. 
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Gibco, mit 100 IU/ml Penicillin, 100 ^g/ml Streptomycin, 10% 
(v/v) Serum; bei therapeut ischem Einsatz wird autologes, 
humanes Serum verwendet, bei Experimenten fdtales Kalberserum) 
resuspendiert und auf Gewebekulturschalen verteilt. Das Medium 
wird taglich gewechselt (Nachweis von EGF " nicht-kumulativ " ) . 
Alternativ kann das Medium nicht gewechselt werden (Nachweis 
von EGF "kumulativ") . In einem "nicht-kumulativen" Experiment 
wurden von den 4 ml Kul turiibers tand taglich Proben entnommen, 
die bei -20°C aufbewahrt wurden, bis durch ELISA die EGF- 
Konzentration bestimmt wurde . Es wurden aber 1,25'10 6 humane 
Osteoblasten elektroporiert (250 V, 960 *iF; 3,9 s, 20 >ig DNA) . 
Das Ergebnis ist in Figur 9 dargestellt. Die gemessene EGF- 
Konzentration ist in Abhangigkeit von der Zeit in Tagen 
aufgetragen. Die EGF-Sekretion ins Medium hat am Tag 2 nach 
Transfektion ein Maximum. EGF-Expression ist mehr als eine 
Woche lang nachweisbar. 
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Patentanspriiche : 

1. Biologisches , zumindest teilweise in vitro hergestelltes 
Gelenkkonstrukt, das wenigstens folgende Bestandteile umfaflt: 

a) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial ; 

b) Knorpelgewebe enthaltend Chondrocyten und/oder 
Chondroblasten und Knorpelsubstanz ; 

c) Knochengewebe enthaltend Osteoblasten und/oder 
Osteocyten und Knochensubstanz ; 

wobei Knorpel- und Knochengewebe fest miteinander 
verbunden sind. 

2. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Knochengewebe zur Verbesserung der 
Angiogenese ein Wachstums f aktorprotein, Endothelzellen oder 
deren Vorlauf erzel len , oder mit einem Wachstumsf aktorgen 
transf izierte Zellen enthalt. 

3- Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafl es eine Gelenkseite aufweist, die 
Kontakt zu einem anderen Gelenkteil haben kann und deren 
Oberflache aus Knorpelgewebe besteht, und eine Ankerseite, die 
zur Verankerung des Gelenkkonstrukts im Knochenschaf t dienen 
kann und die aus Knochengewebe besteht. 

4. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Ankerseite wenigstens einen 
zylinderf ormigen Zapfen aufweist, der mit einem Knochenschaf t 
verbunden werden kann. 
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5. Biologisches Gelenkkons trukt nach einem der Anspruche 1- 
4, dadurch gekennzeichnet, dafl es zusatzlich wenigstens eine 
Bandkomponente umfafit, die zwei Gelenkteile funktionell 
miteinander verbinden kann. 

6. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daft das Gelenkkonstrukt zum Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet ist und als einzelnes 
praf ormiertes Konstrukt ausgebildet ist. 

7. Biologisches Gelenkkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das Gelenkkonstrukt zum Teilersatz 
einer Gelenkflache geeignet ist und als osteochondraler 
Zylinder ausgebildet ist, 

8. Biologischer Gelenkersatz , dadurch gekennzeichnet, dafl 
wenigstens zwei Gelenkkonstrukte nach einem der Anspruche 3-5 
mit ihren Gelenkseiten Kontakt zueinander haben und mit ihren 
Ankerseiten in 2 verschiedenen Knochenschaf ten verankert 
werden konnen . 

9. Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet , daB wenigstens zwei Gelenkkonstrukte durch 
wenigstens 2 Bandkomponenten verbunden sind. 

10- Biologischer Gelenkersatz nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine Gelenkkapsel aufweist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines biologischen 

Gelenkkonstruktes , das folgende Schritte umfafit: 

a) Bereitstellung einer Knochenkomponente durch 
Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials mit 
Osteoblasten; 

b) Bereitstellung einer Knorpelkomponente durch 
Herstellung einer Suspension von Chondrocyten in einem 
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Medium oder Gel oder durch Besiedelung einer 
biovertraglichen Tragersubstanz mit Chondrocyten; 

c) Verbindung der Knochen- und der Knorpelkomponente, 
so daft das Tragermater ial in den Knorpel integriert wird; 

d) Ziichtung des Konstruktes in vitro, wobei durch 
Stimulation der Zellen zur Anheftung und zur Synthese 
ihrer gewebespezif ischen extrazellularen Matrix eine 
biologische Vernetzung der zusammengesetzten Komponenten 
erreicht wird; 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet , daft 
das Tragermaterial der Knochenkomponente (a) so geformt wird, 
daft es eine Gelenkseite zur Aufnahme einer Knorpelf lache und 
eine Ankerseite zur Verbindung mit einem Knochen aufweist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, daft zur Bereitstellung der Knorpelkomponente 

(b) 

aa) Chondrocyten in der Thrombinkomponente eines 
Fibrinklebers suspendiert werden, 

bb) diese Suspension mit der Fibrinogenkomponente des 
Fibrinklebers gemischt wird, 

cc) die Mischung in eine anatomisch gewiinschte Form 
gebracht wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-13, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Knochen- (a) und die Knorpelkomponente 
(b) vor der Verbindung getrennt in vitro kultiviert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Verbindung (c) von Knochen- und Knorpelkomponente mittels 
Fibrinklebung erfolgt. 
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16. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daft 
wahrend der Verfestigung des Fibrinklebers bei der Herstellung 
der Knorpelkomponente das noch nicht durch Osteoblasten 

x besiedelte Tragermaterial der Knochenkomponente in die 
Knorpelschicht gedriickt wird, so dafl es fest eingebunden wird 
und, 

daft spater die Besiedelung der Knochenkomponente durch 
Osteoblasten erf olgt . 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-16, dadurch 
gekenn2eichnet, dafl es weiterhin die Herstellung einer 
Bandkomponente aus faserartigen Materialien und Fibroblasten 
umfafit . 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-17, dadurch 
gekennzeichnet , dafl es weiterhin die Herstellung einer 
Kapselkomponente aus faserartigen, membranosen Materialien und 
Fibroblasten umfafit. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-18, dadurch 
gekennzeichnet, dafl an dem Tragermaterial der 
Knochenkomponente nach der Formgebung wenigstens eine 
Bandverbindungsstelle zur Anbringung von Gelenkbandern 
angebracht wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-19, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 an dem Tragermaterial der 
Knochenkomponente wenigstens ein Kapselverbindungsareal zur 
Anbringung einer Gelenkkapsel angebracht wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-20, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 wenigstens eine Bandkomponente an einer 
Bandverbindungsstelle der Knochenkomponente gemafl Anspruch 19 
angebracht wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-21, dadurch 
gekennzeichnet, dafl wenigstens eine Kapselkomponente an einem 
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Kapselverbindungsareal der Knochenkomponente gemaft Anspruch 20 
angebracht wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 11-22, dadurch 
gekennzeichnet, daft der Knochenkomponente Endothelzellen , ein 
Wachstumsfaktorprotein, oder mit einem Wachstumsf aktorgen 
transf izierte Zellen hinzugefiigt werden . 

24. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, dadurch 
gekennzeichnet, daft Spongiosa als Tragermaterial verwendet 
wird . 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daft 
autoklavierte, humane, allogene Spongiosa als Tragermaterial 
verwendet wird. 

26. Verfahren zur Herstellung von Knochengewebe, das folgende 
Schritte umfaftt: 

a) Isolierung von Knochenzellen oder 
Knochenvorlauf er zellen; 

b) Trans fektion der Zellen durch nicht-viralen 
Gentransfer mit wenigstens einem Gen, das fur einen 
Wachstumsf aktor codiert ; 

c) Besiedelung eines biovertraglichen Tragermaterials 
mit den transf izierten Zellen; 

d) Ziichtung der Zell-Tragermaterial-Konstrukte in 
vitro • 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet , daft 
die isolierten Zellen vor der Trans fektion vermehrt werden. 



28. Verfahren 
gekennzeichnet , 
erf olgt . 



nach Anspruch 26 oder 27, dadurch 
daft die Transfektion durch Lipofektion 
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29. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-28, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Transfektion transient ist. 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-29, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 das transf izierte Gen oder wenigstens 
eines der transf izierten Gene fur einen Wachstumsf aktor 
codiert, der aus folgender Gruppe ausgewahlt ist: EGF , bFGF, 
VEGF , BMP-1 bis BMP-20, TGF-J3, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, 
Ang I, Ang II. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-30, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 das biovertragliche Tragermaterial auch 
mit nicht trans f izierten Zellen besiedelt wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-31, dadurch 
gekennzeichnet, daft die isolierten Zellen stromale Zellen 
sind . 

33. Knochengewebe, enthaltend folgende Bestandteile : 

a) Osteoblasten, die in vitro durch nicht-viralen 
Gentransfer mit einem Gen, das fur einen Wachstumsf aktor 
codiert, transfiziert worden sind; 

b) wenigstens ein biovertragliches Tragermaterial 

34. Knochengewebe nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, 
daB es nach einem Verfahren gemafl einem der Anspriiche 24-32 
erhalten werden kann. 

35. Verwendung von Knochengewebe gemafi Anspruch 34 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines biologischen Gelenkkonstrukts 
gemafi einem der Anspriiche 11 bis 23, 
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Figur 4 
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Figur 5 
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Figur 3 
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(54) Title: BIOLOGICAL JOINT CONSTRUCT 



(54) Bezeichnung: BIOLOGISCHES GELENKKONSTRUKT 

^Jj} (57) Abstract: The invention relates to a biological joint construct which is at least partially produced in an in vitro manner and 
which comprises at least one biocompatible supporting material, cartilaginous tissue and osseous tissue, whereby the cartilaginous 

^ tissue and osseous tissue are joined to one another in a fixed manner. The invention also relates to a method for producing this joint 

^j. construct. An additional aspect of the invention is osseous tissue that contains the transfected cells and a method for producing the 
same. Another aspect of the invention is osseous tissue that contains angiopoietic cells or angiogenic growth factors as well as a 

^5" method for the production thereof. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein biologisches. zumindest teilweise in vitro hergestelltes Gelenk- 
konstrukt, das wenigstens ein bioveitragliches Tragermaterial, Knorpelgewebe und Knochengewebe umfasst, wobei Knorpel- und 
Knochengewebe fest miteinander verbunden sind. Die Erfindung betrifft ausserdem ein Verfahren zur Herstellung dieses Gelenk- 
konstrukts. Ein weiterer Aspekt der Erfin dung ist Knochengewebe, das transfizierte Zellen enthalt, sowie ein Verfahren zu seiner 
HersteUung. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist Knochengewebe, das gefassbildende Zellen oder angiogene Wachstumsfaktoren 
enthalt, sowie ein Verfahren zu seiner Herstellung. 
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